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Lors de Pinfection par le VIH-1, plusieurs protéines virales, dont Vpu,
entraînent une diminution importante de l’expression de surface du récepteur CD4
(109, 144). De récentes études ont permis de mettre en évidence que la diminution de
l’expression de CD4 médiée par Vpu et/ou Nef joue un rôle dans la réplication virale
(41, 104, 291, 437). Dans la première partie des travaux de ma thèse, nous avons pu
démontrer que la dégradation de CD4 médiée par Vpu contribue à linfectivité virale
en réduisant l’expression de surface de la molécule CD4 ainsi que son incorporation
dans les particules virales. En effet, en absence de Vpu, une quantité significative de
CD4 se retrouve à la surface cellulaire et dans les virions entraînant ainsi la formation
de complexes de haute affinité entre la glycoprotéine gpl2O du virus et CD4 ce qui a
pour effet de diminuer drastiquement l’infectivité virale. Finalment, nous démontrons
que la diminution de l’expression de surface de CD4 induite par Vpu et Nef est
requise afin d’obtenir des virions dont le potentiel infectieux est optimal dans les
cellules T CD4 ainsi que dans les lignées primaires, réaffirmant ainsi le rôle de ces
protéines accessoires dans la propagation virale in vivo.
Quoique les mécanismes et le rôle de la dégradation de CD4 médiée par Vpu
lors de l’infection par la VIH-1 soient mieux compris, les mécanismes sous-jacents
l’augmentation de la relâche de particules virales restent à être élucidés. Des études
de microscopie électronique ont démontrées qu’en absence de Vpu une grande
proportion des particules virales se retrouve toujours en association avec la cellule et
présentent des morphologies aberrantes (276, 562). Dans la seconde partie de mes
travaux, nous nous sommes surtout intéressés à la seconde fonction de Vpu soit
l’augmentation de la relâche de particules virales à partir de la cellule infectée ainsi
qu’à son rôle dans la morphogenèse virale. Nous avons pu démontrer par microscopie
électronique à balayage que des virus mutés pour Vpu forment de larges agrégats
attachés à la surface cellulaire. La présence de ces agrégats est indépendante de
l’expression de CD4 et est directement liée à la capacité de Vpu à faciliter le
bourgeonnement des particules virales. Donc, dans l’ensemble, nos résultats
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suggèrent fortement que Vpu contribue à l’infection et à la pathogénèse du VIH-1 en
optimisant la relâche et Pinfectivité des particules virales.
Finalement, la dernière partie de mes travaux porte sur la molécule CD4. La
molécule CD4 est une glycoprotéine composée de 4 domaines extracellulaires (Dl à
D4), d’une région transmembranaire et d’une courte queue intracytoplasmique (352).
La structure cristallographique de Dl à D4 de la molécule prédit un site
d’homodimérisation situé en D4 (556). Outre ses fonctions lors de la réponse
immunitaire, CD4 a été identifié comme étant un des principaux récepteurs du virus
de limmunodéficience humaine (VIII-l) (326). Des conditions ont été mises au point
afin de visualiser des formes multimériques de CD4 in vivo. Ces conditions ont
également permis d’établir que p56’ intéragit avec la forme dimérique et/ou
monomérique de CD4. Des études de mutagénèse du domaine D4 de CD4 réalisées
dans le laboratoire du Dr Sékaly indiquent que ce site contribue à la dimérisation de
la molécule, confirmant ainsi les études cristallographiques. De ce fait, des études
fonctionnelles ont été amorcées afin de vérifier l’importance de la dimérisation de
CD4 lors de l’infection par le VIN-l. Des délais substantiels de réplication du virus
sont obtenus lors de l’infection des lignées exprimant des mutants de dimérisation de
CD4. Par conséquent, ces études pourraient éventuellement contribuer au
développement d’approches pratiques permettant de mieux contrôler la réplication du
VIN-I et ses conséquences pathogéniques.
Mots-clés : VIII-l, Vpu, Nef, récepteur CD4, infectivité virale, propagation virale,
interaction Env/CD4, morphogénèse virale, relâche facilitée, dégradation de CD4.
VSUMMARY
In the course of HW-I infection, several proteins, including Vpu, contributes
to CD4 ceil surface down-modulation (109, 144). Recent studies have shown that this
inhibition of CD4 celi surface expression mediated by Vpu and/or Nef plays a key
foie during viral replication suggesting that CD4 could represent an important
regulator of HW-1 pathogenesis (41, 104, 291, 437). In the first part of my work, we
show that Vpu-mediated CD4 degradation modulates positively HW- 1 infectivity by
reducing the level of CD4 molecules expressed at the ceii surface thereby reducing its
incorporation into virions. Indeed, in the absence of Vpu, significant amount of CD4
is found at the ceil surface and associated with virions. Accumulation of CD4
molecules in HIV-1 particles exerts a negative effect on viral infectivity most likely
by promoting the formation of non-functional gpl2O/CD4 complexes at the virion
surface. Finally, we show that both Vpu and Nef-induced CD4 down-modulation
activities are required for production of fully infectious particles in CD4 T ceil unes
and primary ceils, an observation that has clear implication for viral spread in vivo.
Although the mechanism and the role of Vpu mediated CD4 down
modulation is better understood, the mechanism underlying the facilitation of virion
release stiil remains to be defined. Electron microscopic studies have revealed that
Vpu-defective viral particles have aberrant morphologies. Indeed, large proportions
of viral particles are still tethered to the ceil surface and exhibit significant variations
in size and morphology sometimes leading to multiple core particles (276, 562). In
the second part of my thesis, we were interested in better defining the second
function of Vpu, the facilitation of virion release, and its role in virion
morphogenesis. Using transient proviral expression assay in 293T cells and scanning
electron microscopy, we show that Vpu-defective virus form large viral aggregates
tethered at the ceil surface. The presence of these viral aggregates is independent of
CD4 expression. Moreover, using different Vpu release mutants that still maintain
their ability to degrade CD4, we show that the appearance of this morphology defect
directly correlates with Vpu’s ability to facilitate virus particle release. Taken
vi
together, our resuits strongly indicate that Vpu contributes to HW- 1 replication and
pathogenesis by optimïzing the release of fully infectious particles.
Finally, the last part of my thesis focuses on the CD4 molecule. CD4 is a 55
kDa glycoprotein expressed mainly at the surface of T ceils and
monocytes/macrophages. It consists of four extracellular domains (Dl to D4), a
membrane-spanning region and a short cytoplasmic tau (352). The crystal structure
of CD4 predicts a dimerization site located in the D4 domain of the molecule (556).
Aside from its role during the immunological response, CD4 bas been identified as
one of the primary receptor of HW-1 (326). Non-denaturating conditions have been
used to visualise oligomeric forms of CD4 in vivo. These conditions allowed us to
establish that 561ck ïnteracts with the dimeric andlor the monomeric form of CD4.
Mutagenesis analysis of the D4 domain of CD4 performed in Dr Sékaly laboratory
indicates that this site is critical for dimer formation as predicted by the crystal
structure (556). Functional studies were performed to determine the physiological
relevance of CD4 dimerization in the course of HIV- 1 infection. A substantial delay
of viral replication was observed when T ceils expressing CD4 dimer mutant were
infected. Consequently, these studies could eventually lead to the developpment of
practical approches allowing a better control of HIV replication and its pathogenic
consequences.
Keyword: HW- 1, Vpu, Nef, CD4 receptor, viral infectivity, Env/CD4 interaction,
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1.1 Découverte et origine
Les premières publications médicales concernant ce qui allait être connu
quelques années plus tard comme étant le Syndrome d’Tnimunodéficience Acquise
(SIDA) parurent en 1981 (209, 346, 481). On y rapportait de nombreux cas de
pathologies rares dont des pneumopathies causées par Pneumocystis carinii et des cas
de syndrome de Kaposi (72, 73). Outre la rareté de ces manifestations pathologiques,
leur apparition préférentielle au sein de la communauté homosexuelle masculine était
remarquable. Plus encore, en dehors de toutes causes évidentes, tous les cas décrits
survenaient chez des personnes atteintes d’un déficit immunitaire sévère. L’état
accompagnant cette immunodéficience fut défini par le Center for Disease Control
(CDC) comme étant le SIDA.
En quelques mois, le caractère épidémique de ces manifestations infectieuses
ne faisait plus de doute. En effet, au début de l’année 1982, on dénombrait plus de
200 cas de syndrome de Kaposi (71, 231). À cette même période, l’hypothèse d’un
agent transmissible sexuellement ou par contamination sanguine était sérieusement
envisagée. L’existence d’un tel agent venait expliquer l’émergence de cas de SIDA
non seulement au sein de la communauté homosexuelle mais aussi chez les
hétérosexuels (aux Caraïbes et en Afrique), les utilisateurs de drogue intraveineuse et
les hémophiles transfusés (74, 75, 76, 406, 530).
Dès 1983, apparaissait le premier indice suggérant qu’un rétrovirus pouvait
être l’agent étiologique du SIDA (21). C’est à l’institut Pasteur en france, que
l’équipe du Dr Montagnier isolait à partir de ganglions lymphatiques d’un patient
présentant une immunodéficience sévère un rétrovirus qui fut nommé LAV
(Lymphadenopathy-associated virus). Au cours de la même année, une équipe
américaine sous la direction du Dr Gallo réussissait également à isoler un rétrovirus à
partir de sérum de patients sidatiques. Ce virus, apparenté à d’autres rétrovirus
causant des lymphomes de cellules T, fut nommé HTLV-ffl (185, 197). Ce n’est que
plus tard, que la similarité de la séquence nucléotidique du LAV et du HTLV-ffl
suggéra que ces virus étaient associés au SIDA. En 1986, le comité international de
taxonomie recommanda que le virus responsable du SIDA prenne l’appellation de
3virus de l’immunodéficience humaine ou VIH (95, 96). Peu après la découverte du
VN de type 1 (VIN-1), le VIN de type 2 était identifié en Afrique de l’ouest (264).
Toutefois, des différences notables existent quant à la pathogenèse et à
l’épidémiologie des deux sous-types (93, 399).
1.2 Épidémiologie
Des analyses phylogénétiques ont permis de clairement établir qu’une
transmission inter-espèce du singe vers l’homme est à l’origine du VIH (187, 225,
476). À cet effet, dès 1959, il existe des évidences documentées de la présence du
virus dans le sérum d’un homme africain (368). Depuis le début de l’épidémie,
l’organisation mondiale de la santé estime à plus de 42 millions le nombre de
personnes infectées par le VIN à travers le monde et à environ 3,1 millions le nombre
de décès liés au SIDA en 2002. On évalue à environ 16 000 le nombre de personnes
infectées quotidiennement. Plus de 90% de ces infections ont lieu dans des pays en
voie de développement. Malgré que le taux de morbidité liée à l’infection au VIH ait
diminué avec l’avènement des multithérapies, il n’en demeure pas moins que
l’épidémie subsiste et que son ampleur constitue une réalité dramatique en Afrique,
en Asie du Sud et du Sud-Est ainsi que dans les pays de l’Europe de l’est. En effet, il
existe de grandes inégalités quant à l’accessibilité aux traitements entre les pays du
Nord et les pays du Sud (156). Ainsi, la lutte contre le SIDA ne doit pas se limiter
aux aspects thérapeutiques mais doit aussi prendre en compte une approche
préventive dans les pays en voie de développement afin de fournir aux populations
atteintes un minimum de prise en charge.
1.3 Histoire naturelle de la maladie
L’infection par le VIN se caractérise par un dégénérescence lente et
progressive des systèmes immunitaire et nerveux central (296). Le VIN infecte
principalement les lymphocytes T et les macrophages mais peut également infecter
d’autres types cellulaires dont les cellules nerveuses et les cellules épithéliales
intestinales (91, 275, 326). L’évolution spontanée de l’infection par le VIN est
4divisée en trois phases soit la phase aigu ou primo-infection, la phase
asymptomatique et la phase symptomatique (SIDA) (Fig. 1).
La phase aigu chez les individus infectés est caractérisée par l’apparition de
symptômes apparentés à ceux de la grippe ou de la mononucléose (103). La sévérité
et la persistance de ces manifestations survenant dans les premières semaines suivant
l’infection varient de façon considérable d’un individu à l’autre. Au cours de la
primo-infection, le virus se réplique intensément dans les lymphocytes T CD4.
Conséquemment, au cours de cette période, on observe une virémie importante (de
106 à i0 particules virales par ml de sang) et une antigénémie p24 détectable au
niveau des fluides sanguins et cérébro-spinal (92, 241, 51$). Par ailleurs, on
remarque également une diminution drastique du nombre de lymphocytes T CD4
circulants (182) dont l’origine serait leur séquestration dans les organes lymphoïdes
où siège la réponse immune anti-VIN (158, 306). En effet, suite à l’infection initiale,
il se produit, en quelques semaines, une intense réaction immunitaire de l’hôte contre
le virus, caractérisée par l’apparition d’anticorps anti-VIN et par une forte réponse T
cytotoxique (240). L’efficacité de la réponse immune semble permettre l’élimination
de l’essentiel de la charge virale puisqu’en moins de 3 mois, on observe une chute
drastique de l’antigénémie p24 ainsi qu’une stabilisation du nombre de lymphocytes
T CD4. Toutefois, le nombre de lymphocytes T CD4 ne reviendra jamais à son
niveau initial. L’autre conséquence du déclenchement d’une réponse immunitaire
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Figure 1. Représentation schématique de la progression de ta maladie induite
par te WH-1. Malgré que la charge virale sanguine demeure indétectable tout au
long de la période asymptomatique, te virus reste présent dans l’organisme et se
réplique intensément engendrant un déclin constant du nombre des lymphocytes T
CD4. Lorsque la balance entre l’élimination des cellules T CD4 infectées et la
régénération des cellules lymphocytaires par l’organisme est perturbée, l’individu
infecté passe alors en phase symptomatique de la maladie appelée SIDA. Charge
virale ( ), nombre de cellules CD4( ), nombre de cellules CD8
( ), réponse immunitaire cytotoxique (-- — -- —). Adapté de J.A.Levy. 1998.
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6Cette phase asymptomatique de durée variable, peut s’échelonner sur une
période de $ à 10 ans, voire plus pour les sujets asymptomatiques à long terme (302,
520). Durant cette période, quoique l’individu infecté ne montre aucun signe de
maladie, le virus reste toutefois présent dans l’organisme, particulièrement dans les
organes lymphoïdes. Ainsi, la période asymptomatique représente davantage une
période de latence clinique qu’une période de latence virale. En effet, il est
maintenant admis que le virus continue de se répliquer activement dans ces organes
et que sa diffusion soit probablement en partie réprimée par les réponses humorales et
cellulaires cytotoxiques qui restent maximales pendant toute cette période (143, 242,
306, 391, 401, 539). Ainsi, on pourrait définir la phase asymptomatique comme un
état d’équilibre dynamique entre une réplication virale intense et une réponse
immunitaire relativement efficace (242). Lorsque la balance précaire entre
l’élimination des cellules T CD4 infectées et la régénération des cellules par
l’organisme est perturbée, l’individu passe alors à la phase symptomatique de la
maladie.
Au moment de la phase symptomatique, la dissémination du virus dans
l’organisme ainsi que le déficit immunitaire atteignent alors leur paroxysme. Le
niveau de lymphocytes T CD4 circulants se situe sous les 200 cellules4tl. Cette
diminution importante du nombre de lymphocytes T CD4 circulants corrèle avec
une augmentation de la charge virale dans le sang: pronostic du développement du
SIDA et de la mort éventuelle du patient (157). En effet, on assiste chez l’individu
infecté à l’apparition de micro-organismes opportunistes tels les protozoaires
Pneumocystis carinii et Toxoplasma gondii ainsi qu’à l’émergence de néoplasie tel le
syndrome de Kaposi. La valeur prédictive du niveau de cellules T CD4 et de la
charge virale plasmidique a été largement démontrée et sert de pronostic de la
sévérité et de la vitesse de progression de la maladie (351).
L’évolution lente et prolongée de la maladie est aujourd’hui expliquée en
partie par l’établissement de réservoirs latents. Au cours de son cycle réplicatif, le
VIH, comme les autres rétrovirus, doit intégrer son ADN proviral au génome
cellulaire. Conséquemment, le métabolisme ainsi que l’état d’activation de la cellule
7infectée seront corollaires de la longévité de l’ADN proviral puisqu’influençant
directement la durée de vie de la cellule. Ainsi, les cellules T CD4 quiescentes ainsi
que les macrophages ont pu être identifiés comme étant des réservoirs contribuant à
la dissémination du virus (90). En fait, la présence de ces réservoirs latents est
davantage mis en évidence par des études effectuées chez des patients sous tri-
thérapies. Malgré qu’ayant une virémie indétectable, il est possible de rétablir la
réplication à de hauts niveaux lorsque le traitement est arrêté (89). Ainsi, à présent,
de nombreux efforts sont investis afin d’éradiquer ces réservoirs qui à prime abord,
semblent résister aux traitements anti-viraux ainsi qu’à la forte réponse immunitaire
anti-VIH.
2. VIH-1 : un rétrovirus
2.1 Classification et organisation génétique
Le VIH appartient à la famille des Retroviridae. Les rétrovirus sont une
grande famille de virus enveloppés à ARN qui partagent plusieurs caractéristiques
communes dont la structure et la composition de la particule virale ainsi que certaines
propriétés au niveau du cycle réplicatif du virus (97). Notamment, la stratégie
réplïcative des virus de cette famille comporte une étape essentielle de
rétrotranscription de l’ARN génomique virale en ADN bicaténaire qui
subséquemment sera intégré au génome de la cellule hôte. Actuellement, la famille
des rétrovirus est divisée en trois sous-groupes selon des critères de pathogénie mais
aussi selon des paramètres phylogénétiques : les oncovirus (HTLV), les spumavirus
et les lentivirus.
Quoique le VN partage de nombreuses similitudes avec les virus HTLV, le
Vll-{ possède davantage les caractéristiques morphologiques et génétiques propres au
sous-groupe des lentivirus. Comme les autres rétrovirus, le VIH est un virus à ARN
monocaténaire de polarité positive dont le diamètre de la particule virale est de 100
nm. Son génome de 9,8 kb est flanqué en 5’ et en 3’ par une même séquence de taille
variable appelée long terminal repeat (LTR). Cette séquence qui permet
$l’intégration du provirus au génome de la cellule hôte contient également les
éléments nécessaires à l’expression des gènes viraux (432).
Généralement, on considère qu’il existe 2 classes de rétrovirus selon que leur
organisation génétique soit simple ou complexe (97). Le génome des rétrovirus est
composé d’au moins trois régions codantes principales: gag qui dirigent la synthèse
des protéines internes du virion formant les structures de la matrice (MA), de la
capside (CA) et de la nucléocapside (NC), pol qui codent pour les enzymes de la
transcriptase inverse (RT), de la protéase (PR) et de l’intégrase (IN) nécessaires à la
réplication virale et finalement, env générant la glycoprotéine de surface et
transmembranaire du virion (SU et TM). Outre ces gènes essentiels à la
multiplication virale, le Vifi possède plusieurs autres gènes dits auxiliaires mais qui
contribuent significativement à la pathogenèse du VIN. fi s’agit d’une part des gènes
codant pour les protéines de régulation Tat (trans-activating protein) et Rev (regulator
of expression of virion protein) et d’autre part, des gènes codant pour les protéines
accessoires Vif (virion infectivity factor), VprNpx, Vpu (respectivement, viral
protein R, X et U) et Nef (negative factor). L’organisation génétique complexe du
VIN est illustrée à la figure 2.
2.2 Structure et composition de ]a particule virale
Comme tous les rétrovirus, le VIN est produit par bourgeonnement à la
surface de la cellule infectée. Suite à l’assemblage de la polyprotéine structurale Gag
à la membrane plasmique, il y a bourgeonnement des particules virales immatures du
ViN. Grâce à l’action de la protéase virale, il y a clivage du précurseur p55° afin de
générer les protéines de la matrice, de la capside, de la nucléocapside et de la protéine
p6. Par conséquent, dans le virion mature, la partie interne de la bicouche lipidique
de la membrane virale est tapissée de la matrice, la nucléocapside protège le génome
viral et, la capside se condense autour du complexe ribonucléique pour former la
nucléocapside (Fig. 2) (195, 196, 221). Traversant la bicouche lipidique se trouve la
portion transmembranaire de la glycoprotéine de l’enveloppe (TM ou gp4l) qui est
en contact avec la MA du côté interne du virion. Le domaine externe de la gp4l est






Figure 2. Le VIII-1: Organisation génomique et structure de la particule
virale. A) Lors de l’assemblage, les polyprotéines Gag et Gag-Pol sont
clivées par la protéase virale afin de générer la particule virale sous sa Corme
mature. Reproduit de ].M. Coffin et aï. 199$. Retrovirus. p. 34. B) Outre les
gènes gag, poï et env, le VIH possède de nombreux gènes auxiliaires.
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du virus (389). Ainsi, des études de microscopie électronique nous montrent, à la
surface des cellules infectées, la présence de virions sphériques possédant une
nucléocapside dense en forme d’ogive constituée par la protéine de la capside (221,
276).
Outre les deux copies d’ARN génomique, la nucléocapside contient
également deux enzymes soient la transcriptase inverse, une ADN polymérase ARN
dépendante, et l’intégrase. La protéase virale, qui se retrouve en dehors de la
nucléocapside, permet non seulement le clivage des protéines structurales mais
également le clivage du précurseur pi 60Pot afin d’obtenir les enzymes RT, IN et
PR nécessaires à la réplication du virus. Plusieurs protéines accessoires du virus dont
Nef, Vif et Vpr sont incorporées à la particule virale (61, 98, 543). La présence de
toutes ces protéines virales à l’intérieur du virion suggèrent qu’elles jouent un rôle
précoce lors de la réplication du VIII. Cependant, jusqu’à présent, seules les
implications fonctionnelles de l’incorporation de Vpr ont pu être établies avec
certitude (246, 409). Vpr est incorporée au virion grâce à son association avec la
protéine p6 (278, 396).
3. Cycle de multiplication du virus
Le cycle de multiplication du VIH ressemble, à quelques éléments près,
beaucoup à ce qui est décrit pour les autres rétrovirus. Le cycle de réplication du
virus débute par l’attachement de la glycoprotéine de l’Env virale au récepteur
cellulaire. Suite à cette reconnaissance, il y a pénétration de la capside virale dans le
cytoplasme de la cellule. Pendant la décapsidation du génome viral s’amorce l’étape
de rétrotranscription où l’ARN monocaténaire viral sera transcrit en ADN bicaténaire
afin d’être transporté vers le noyau de la cellule où il y aura intégration de l’ADN
proviral dans le génome cellulaire. Ainsi, le génome viral intégré pourra être transcrit
par l’ARN polymérase II cellulaire afin de générer des ARNm qui seront
différentiellement épissés. Les gènes viraux sont alors synthétisés et les protéines
11
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Figure 3. Cycle de réplïcation du ‘11H-1. Suite à l’entrée du virus dans la cellule,
l’ARN viral est rétrotranscrit en ADN double brin. L’ADN provfral est ainsi
transporté au noyau de la cellule où il y aura intégration au génome cellulaire.
Suite à la transcription du génome viral, les protéines seront traduites puis
transportées à la membrane plasmique où il y aura assemblage, bourgeonnement et
maturation de la particule virale nouvellement produite. Adapté de E.O. Freed.
2002. Somatic CeÏÏ andMoÏeczdar Genetics. 26: 13-33.
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structurales ciblées à la membrane plasmique vers le site d’assemblage du virus. La
maturation de la particule virale bourgeonnante se produit suite à la relâche des
virions. Dans la section qui suit, nous verrons de façon détaillée les diverses étapes
du cycle de réplication du VIII qui sont schématisées à la figure 3.
4. Entrée du VIH-1 dans la cellule cible
4.1 Récepteurs cellu]aires et tropisme
L’étape initiale de l’entrée du VIII dans la cellule repose essentiellement sur
l’interaction entre la sous-unité gpl2O de la glycoprotéine virale (Env) et son
récepteur cellulaire CD4 quoique CD4 à lui seul ne soit pas suffisant pour permettre
la fusion virale avec la cellule cible (112, 275). En effet, en 1996, les co-facteurs
requis (co-récepteurs ou seconds récepteurs) ont été identifiés. fi s’agit des récepteurs
de chimiokines: CXCR4 pour les virus T-tropiques et CCR5, principalement, pour
les virus M-tropiques (8, 32, 85, 122, 145, 374).
4.1.1 Le récepteur CD4
4.1.1.1 Structure de la molécule CD4
La molécule CD4 est une glycoprotéine d’environ 55 KDa exprimée
principalement à la surface des thymocytes, des lymphocytes T auxiliaires, des
macrophages, des monocytes et des cellules de Langherans (365, 426, 511). Cette
protéine transmembranaire est composée d’un domaine extracellulaire, d’une région
transmembranaire et d’une courte queue intracytoplasmique (327). La portion
extracellulaire de CD4 comprenant les 371 premiers acides aminés de la protéine
mature, est repliée en 4 domaines (D1-D4) présentant une homologie structurale avec
la superfamille des immunoglobulines qui sont séparés par une région charnière
flexible située entre les domaines D2 et D3 de la molécule (Fig. 4A) (46, 47, 286,
535). La structure cristallographique de Dl à D4 de la molécule prédit un site










Figure 4. Structure du récepteur CD4. A. Représentation planaire de la structure de
CD4 et agrandissement de la structure globulaire des domaines extracellulaires (Dl-D4)
La région CDR2 est responsable de la liaison avec l’Env du VII-l-I. CDR signifie
« cornplementary determinant region ». Adapté de R. Brady et A. Barclay. 1996. Curr.
Top. Microbiol. Immunot. 205: I -1 8. 8. Structctre cristallographique des 4 domaines
extracellulaires de CD4 avec t’interface de dimérisation située en D4. Une molécule de
CD4 est jaune, la seconde étant bleue. Les atomes ayant moins de 4.OÀ de distance avec
les atomes des molécules adjacentes sont indiqués en magenta. Reproduit de l-t. Wu et aL




Ces prédictions ont été confirmées biochimiquement démontrant ainsi l’existence de
molécules dimériques de CD4 à la surface de cellules T primaires (323). Le domaine
extracellulaire de CD4 est lié à la membrane par un domaine transmembranaire de 24
acides aminés hydrophobes. La région cytoplasmique C-terminale de la molécule est
composée de 38 acides aminés et est impliquée dans la liaison de CD4 avec la
tyrosine kinase 561ck (327). Cette interaction nécessite toutefois la présence de 2
résidus cystéines conservés situés en position 420 et 422. (478, 526).
4.1.1.2 Fonctions du récepteur CD4
Outre ses fonctions lors de l’ontogénie des thymocytes, CD4 joue un rôle
crucial lors de l’activation des lymphocytes T matures suite à la reconnaissance d’un
antigène. Lors de la réponse antigénique, CD4 contribue non seulement à la
stabilisation de l’interaction entre le lymphocyte T auxiliaire et la cellule
présentatrice d’antigène (fonction de co-récepteur) (136, 192) mais, suite à
l’interaction avec une région non-polymorphique du complexe majeur
d’histocompatibïlité de classe II (CMH-ll), contribue également à l’initiation d’une
cascade de signalisation, (62, 191, 279) qui sera crucial pour la réponse antigénique
des lymphocytes T CD4 (192, 489). L’initiation de cette cascade de signalisation
résultant en l’activation complète de la cellule T se produit principalement due à
l’association de CD4 avec la tyrosine kinase p56’ (262, 352). Les déterminants
moléculaires impliqués dans l’interaction entre CD4 et le CMH-ll sont surtout situés
au niveau des domaines Dl et D2 de la molécule (165, 356, 357).
Récemment, il a été démontré que CD4 est enrichi à la membrane plasmique
au niveau des radeaux lipidiques (353, 393). Les radeaux lipidiques sont des
microdomaines membranaires composés principalement de sphingolipides et de
cholestérol et qui sont insolubles dans les détergents non-ioniques. Ces
microdomaines sont enrichis de protéines impliquées dans l’activation des cellules T
dont les protéines liées au GPI, les récepteurs cellulaires et les tyrosines kinases ce
qui suggère que les radeaux lipidiques pourraient servir de modules fonctionnels lors
de la transduction de signal et des migrations membranaires (50, 486). fi est donc
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possible que CD4 joue un rôle costimuÏatoire en induisant une certaine réorganisation
des radeaux lipidiques. La palmitoylation de résidus cystéines (acides aminés 396 et
399) situés dans un motif CVRV conservé et présent dans d’autres protéines
associées aux radeaux lipidiques est essentielle à la localisation de CD4 au niveau
des radeaux lipidiques. (170).
4.1.1.3 Effet du VIH-1 sur l’expression du récepteur CD4
fi est maintenant bien établi que lors de la réplication du VIM plusieurs
protéines virales, dont Nef, Env et Vpu, entraînent une diminution de l’expression du
récepteur CD4 de la surface de la cellule infectée (82, 405). Tout d’abord, tôt dans
l’infection, la protéine accessoire Nef contribue à l’élimination rapide des molécules
de CD4 déjà présentes à la surface cellulaire en facilitant l’endocytose de CD4 et sa
dégradation subséquente au niveau des lysosomes (5, 82, 405).
Ensuite, lors des étapes tardives du cycle de réplication du virus, le précurseur
gpl6O, du à son affinité élevée pour le récepteur, retient les molécules de CD4
néosynthétisées au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Les complexes gpl6O-
CD4 ainsi formés non seulement préviennent l’expression de surface de CD4 mais
bloquent la maturation et le transport de la gpl6O (108, 266, 499). La rétention de
CD4 au niveau du RE est probablement la conséquence indirecte du transport
inefficace de la gpl6O (544). Ce phénomène prend davantage d’importance
tardivement au cours de l’infection au moment où la glycoprotéine gpl6O est
exprimée à de très hauts niveaux. D’autre part, la rétention de CD4 au niveau du RE
est dépendante de la capacité de CD4 à lier la gpl6o au niveau du RE et ne se produit
pas dans les cellules infectées par un virus dont l’enveloppe possède une affinité
réduite pour CD4 (289). Finalement, la protéine accessoire Vpu régule la demie-vie
du récepteur CD4 au niveau du RE en induisant la dégradation spécifique de CD4
préalablement complexé à la gpl6O (Fig. 5) (303, 546).
Ainsi, la capacité du VJH à moduler négativement l’expression de surface de
CD4 représente un facteur important de la pathogenèse virale et confère
probablement un avantage sélectif au virus lors de la réplication in vivo. À cet effet,
de nombreuses publications ont permis de mettre en évidence que la diminution de
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l’expression de CD4 médiée par Vpu et/ou Nef contribue à la propagation virale (41,
104, 291, 437). Toutes ces études démontrent qu’une forte expression de CD4 à la
surface de la cellule infectée interfère avec la production de particules virales
infectieuses; les mécanismes proposés étant toutefois différents.
Ross et aï. ont démontré que la surexpression de CD4 dans les cellules
fibroblastiques 293T exprimant le VJH-1 entraîne une diminution globale de la relâche
de particules virales sans toutefois altérer le potentiel infectieux des virions relâchés
(437). Cette étude démontre que cette inhibition de la relâche virale est dépendante de
l’interaction spécifique intervenant entre CD4 et la glycoprotéine de l’enveloppe virale.
Par ailleurs, ils ont également démontré que l’expression de Nef pouvait efficacement
abolir cette inhibition de la relâche de particules virales en réduisant les niveaux de CD4
à la surface de la cellule infectée. Dans l’ensemble, les auteurs proposent que l’inhibition
de la relâche des virions serait la conséquence directe de l’attachement des molécules de
CD4 présentes à la surface cellulaire avec l’enveloppe des virions bourgeonnants
entraînant ainsi une rétention des particules naissantes à la surface de la cellule.
Par ailleurs, Bour et al. ont également mis en évidence que l’expression de CD4 à
la surface de la cellule inhibe la relâche de particules virales mais ce, indépendamment
de l’expression de l’Env (41). De plus, étant donné que l’expression de CD4 en absence
de Vpu n’entraîne pas d’effet sur la relâche des virions, les auteurs ont suggéré que CD4
agit en empêchant Vpu de médier sa fonction de relâche facilitée des virions.
L’infectivité des virions n’a pas été analysée dans cette étude.
Finalement, Lama et al. ont démontré que l’expression de CD4 à la surface de la
cellule infectée induit une réduction drastique du potentiel infectieux des virions relâchés
(291). Cette perte d’ infectivité observée en présence de CD4 serait le résultat de la
séquestration de l’Env par CD4 loin des sites d’assemblage ce qui par conséquent
entraînerait une diminution de l’incorporation de l’Env dans les particules virales
bourgeonnantes. L’analyse biochimique des protéines virales a permis de mettre en
évidence qu’en absence de Vpu et/ou Nef, CD4 peut être incorporé à la particule tout en
bloquant efficacement l’incorporation de l’Env dans les virions. Plus récemment, Cortes












Figure 5. Diminution de l’expression de surface de la molécule CD4 lors de
l’infection par le VIH-1. Lors de l’infection par le VIK-1, plusieurs protéines
virales entraînent une diminution de l’expression de surface du récepteur CD4.
Tôt dans l’infection. Nef contribue à l’élimination des molécules CD4 déjà
présentes à la surface en facilitant l’endocytose de CD4 et sa dégradation
subséquente ati niveau des lysosomes. Lors des étapes tardives, Vpu régule la
demie-vie de CD4 au niveau du réticulum endoplasmique en induisant la
dégradation spécifique des molécitles CD4 préalablement complexées au










lorsqu’exprimé à des niveaux physiologiques, interfère de manière enveloppe-
dépendante avec le potentiel infectieux des particules virales relâchées (104).
Donc, outre le rôle prépondérant joué par CD4 au moment de l’entrée du VIN
dans la cellule, ces études ont permis de mettre clairement en évidence que l’expression
de surface de CD4 représente un facteur pouvant influencer l’assemblage et la relâche
des particules virales entraînant ainsi des conséquences marquées sur la propagation
virale.
4.1.2 Les récepteurs de chimiokines
4.1.2.1 Structure et fonctions
Les co-récepteurs CXCR4 et CCR5 ont la structure générale des récepteurs à
sept passages transmembranaires et sont couplés pour leur activation aux protéines G
trimériques. Ainsi, ils possèdent une région N-terminale extracellulaire et une région
C-terminale cytoplasmique. La portion extracellulaire, de même que la portion
intracytoplasmique de la protéine, sont composées de trois éléments en boucle dont la
structure tridimensionnelle n’est pas exactement établie. La plupart des récepteurs de
chimiokines partagent des homologies partielles avec d’autres récepteurs de
chimiokines ce qui explique que leur ligand ne possèdent pas une spécificité très
limitée et peuvent ainsi activer plus d’un récepteur. Par conséquent, les récepteurs de
chimiokines, comme c’est le cas pour CCR5, peuvent généralement lier plusieurs
chimiokines quoiqu’avec une affinité variable (538).
Outre la fonction de CXCR4 et CCR5 lors de l’infection par le VII-I, en tant
que récepteur de chimioldnes, ces molécules ont un rôle important à jouer lors de la
réponse immunitaire. Les chimiokines sont des petites protéines de 70-90 acides
aminés qui sont essentiellement responsables de la migration et de l’activation de
différents types de leucocytes lors de la réaction inflammatoire (537, 538). fi existe
deux principales familles de chimioldnes qui se regroupent selon la présence d’un
acide aminé supplémentaire situé entre deux cystéines conservées dans la région N
terminale de la protéine: les deux cystéines des chimioldnes CXC (Œ) étant séparées
par un résidu et ce, contrairement aux chimiokines de type CC (13) (16, 379). Les
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chimioldnes de type CXC activent principalement les neutrophiles tandis que les
chimiokines de type CC active généralement les monocytes, les lymphocytes, les
basophiles et les éosïnophiles (537, 538).
CXCR4 est une protéine de 352 acides aminés qui est transcrite à partir d’un
cadre de lecture unique. La protéine a d’abord été clonée à partir d’une banque de
cDNA de monocytes humains (318). CXCR4 possède deux sites potentiels de
glycosylation, le premier étant situé dans la région N-terminale, et le second, au
niveau de la seconde boucle extracellulaire de la protéine. La séquence en acides
aminés de CXCR4 a permis d’établir une certaine homologie avec d’autres récepteurs
de chimiokines ci. dont 34% d’identité partagée avec les récepteurs de l’IL-8, CXCRÏ
et CXCR2 (318). Le ligand de CXCR4 est SDF-1 (32, 374).
CCR5 est également une protéine de 352 acides aminés qui présente une
homologie partielle avec d’autres récepteurs de f3-chimioldnes dont 76%
d’homologie avec CCR2 et 58% avec CCR3 (452). Contrairement à CXCR4, CCR5
ne possède qu’un site potentiel de glycosylation qui est situé dans la troisième boucle
de la protéine (452). Les ligands connus de CCR5 sont MW-1Œ, MW-1f3, RANTES
et MCP-2 (102, 205).
CCR5 est exprimé principalement à la surface des macrophages (558,570),
des cellules dendritiques (216, 570), des cellules microgliales (232) et des cellules T
mémoires (33) mais, absent de la plupart des lignées cellulaires T (33, 354). Quant à
CXCR4, il est exprimé non seulement à la surface des cellules T naïves et des
lymphocytes T mémoires (33, 354) mais également à la surface des monocytes (31$)
et des macrophages différenciés (178). Ainsi, la répartition cellulaire de ces co
récepteurs explique en partie le tropisme cellulaire du VIH-1.
4.1.2.2 Rôle dans l’infection et la pathogenèse du VIH-1
Lors de l’entrée du VIN dans la cellule cible, les co-récepteurs jouent non
seulement, comme nous le verrons dans la section suivante, un rôle crucial dans les
étapes menant ultimement à la fusion de la particule virale à la membrane plasmique
de la cellule mais constitue le principal déterminant du tropisme cellulaire. En effet,
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on distingue deux principaux sous-types d’isolats du VIH: les virus M-tropiques qui
se répliquent lentement et qui sont incapables d’induire la formation de syncytia
(NSI) par opposition aux virus T-tropiques qui eux se répliquent à des niveaux très
élevés tout en induisant la formation de syncytia (SI). En cours d’infection, le
changement de tropisme du VIII représente un élément clé de la pathogenèse virale et
du développement de la maladie. En effet, les souches M-tropiques sont sélectionnées
lors de la transmission et représentent la forme dominante observée en primo-
infection tandis que en phase asymptomatique, chez la majorité des individus
infectés, l’émergence de variants T-tropiques coïncide avec le développement du
SIDA (213, 281, 467, 512). Quoique les pressions sélectives conduisant ou
prévenant ce changement de tropisme et de pathogenécité demeurent encore mal
définies, la découverte des co-récepteurs du VIII à permis d’expliquer partiellement
l’association des phénotypes NSIJM-tropique versus SuT-tropique (122, 137).
En effet, de nombreuses études ont permis de démontrer que les virus de
souche M-tropique utilise CCR5 comme co-récepteur tandis que les virus de souche
T-tropique utilisent CXCR4 (8, 85, 133). Depuis la découverte de la nature des co
récepteurs utilisés par le VIN, la liste des protéines pouvant remplir ce rôle n’a cessé
de s’accroître pour comprendre actuellement plus d’une douzaine de récepteurs dont
CCR3 (85, 133), APJ ($4), CCR2b (133), CCR8 (257), CX3CR1 (441), CCR9 (84),
ChemR23 (451), STRL-33 (123), GPR15 (123) ainsi que le protéine US28 du
cytomégalovirus (407). Cependant, la vaste majorité des isolats du VIN-1
caractérisées jusqu’à présent utilisent principalement l’un ou l’autre des récepteurs
CXCR4 ou CCR5; ces récepteurs étant les seuls à être utilisés à une haute efficacité
par les différentes souches du VIN (484, 572).
L’importance de l’utilisation des récepteurs de chimiokines lors de l’infection
par le VIN-1 a été renforcée par la découverte d’individus homozygotes pour une
délétion de 32 nucléotides au niveau du gène de CCR5. Cette mutation entraîne la
production d’une protéine tronquée incapable d’être exprimée à la surface de la
cellule et par conséquent, confère une résistance à l’infection par le VIN-l sans
toutefois avoir de phénotypes délétères lors de la réaction inflammatoire chez les
individus atteints (117, 249, 315, 454).
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4.2 Mécanisme moléculaire de l’entrée
4.2.1 Reconnaissance du récepteur
L’entrée du VIH dans la cellule cible est un processus multiphasique qui est
initié par une interaction de haute affinité (< 10 nM) se produisant entre CD4 et la
glycoprotéine de l’enveloppe gpl2O (295, 360, 456). Le site de liaison de la gpl2O à
CD4 a été identifié et correspond aux résidus regroupés au niveau de la région CDR2
(second complementary determinant region) située dans le premier domaine
extracellulaire de CD4 (Dl); le domaine Dl étant également le site de liaison du
CMH-II (13, 165, 286, 443).
Actuellement, les mécanismes moléculaires par lesquels les co-récepteurs
CXCR4 et CCR5 facilitent l’internalisation du VIN-l dans la cellule sont mieux
compris. Suite à la reconnaissance initiale de CD4, il y a formation d’un complexe
hétérotrimérique entre l’enveloppe virale, CD4 et le récepteur de chimiokine (294,
525, 557) menant aux étapes subséquentes de l’entrée qui résultent ultimement en la
fusion des membranes virales et cellulaires (497) (Fig. 6). Des études de mutagenèse
ont permis de déterminer que les régions de CCR5 impliquées dans la liaison aux
chimioldnes sont distinctes des régions nécessaires pour la reconnaissance de l’Env et
ce, pour de nombreuses souches du VIN. En effet, la reconnaissance des chimiokines
se fait via la seconde boucle extracellulaire de CCR5 tandis que la région N-terminale
et la première boucle extracellulaire de la protéine semblent responsables de la
fonction de co-récepteurs (442, 453). Quant à CXCR4, ce serait la portion N-
terminale ainsi que quelques résidus localisés au niveau de la seconde et troisième
boucle extracellulaire de la protéine qui permettraient l’attachement à l’Env (48,
310). Par ailleurs, plusieurs mutants de CXCR4 incapables d’induire une
signalisation intracellulaire etlou de lier SDF-1 peuvent toujours soutenir une
infection virale suggérant par conséquent que la fonction de co-récepteur de CXCR4
est indépendante de la fonction de signalisation de la molécule (132).
Outre CD4 et les co-récepteurs, de nombreuses autres molécules ayant la
capacité de lier la gpl2O ont été identifiées incluant les «mannose-binding protein»
à la surface des macrophages et DC-SIGN présent à la surface des cellules
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dendritiques (193, 370). Ces récepteurs étant incapables de promouvoir les étapes de
fusion lors de l’entrée, il a été suggéré que leur rôle serait de faciliter l’attachement
du virus aux cellules en lui permettant d’interagir avec des concentrations
suboptimales de CD4 et/ou de co-récepteurs. Alternativement, ces récepteurs
pourraient permettre le transport de particules virales emprisonnées à la surface des
cellules dendritiques et des macrophages vers les ganglions lymphatiques où la
transmission aux cellules cibles seraient possibles (194).
4.2.2 Rôle des radeaux lipidiques dans l’entrée
Récemment, de nombreuses études ont permis de mettre en lumière
l’importance des radeaux lipidiques lors de l’entrée du VTH-1 dans la cellule. Tel que
mentionné plus tôt, il a été démontré que CD4 est enrichi à la membrane plasmique
au niveau des radeaux lipidiques (353, 393). Non seulement le récepteur primaire du
VIH se localise au niveau de ces structures membranaires spécialisées mais les co
récepteurs CXCR4 et CCR5 le sont également (335, 372, 373). Comme il existe une
corrélation entre la densité à la surface de la cellule des récepteurs du virus et
l’efficacité de l’infection, il est tentant de croire que la localisation de CD4 et des co
récepteurs au niveau de régions délimitées de la membrane plasmique pourrait
faciliter l’infection (130). À cet effet, il est bien établi que non seulement l’intégrité
des radeaux lipidiques doit être préservée au moment de l’entrée mais également que
le récepteur CD4 doit y être localisé puisque des mutants de CD4 ayant perdu la
capacité d’être ciblés aux radeaux lipidiques sont incapables de soutenir l’infection
par le Vifi (120).
Cependant, quoique CD4 et les co-récepteurs se retrouvent associés aux
radeaux lipidiques, il a été démontré qu’il ne semble pas y avoir de co-localisation
entre ces molécules suggérant l’existence de divers types de radeaux lipidiques dont
la composition protéique peut varier selon la fonctionnalité du micro-domaine (334,
434, 487). Ainsi, selon Manes et al., au moment de l’entrée, la formation du
complexe trimérique entre l’Env, CD4 et le co-récepteur serait dépendante de
mouvements latéraux membranaires permettant le recrutement du co-récepteur au site





















































































































































































































































































































































































































































par ailleurs été confirmés par Popik et al. à la seule différence que, dans les
conditions utilisées, les auteurs ont été en mesure d’observer une co-localisation
partielle de CD4 et des co-fécepteurs ce qui n’a pu être observé par Manes et aï.
Ainsi, les auteurs ont pu démontrer que lorsque l’intégrité des radeaux
lipidiques est préservée, l’attachement du VIII à la surface de la cellule entraîne une
réorganisation spatiale des radeaux lipidiques menant à la polarisation et à
l’agrégation des récepteurs viraux au site d’entrée (412).
4.2.3 Fusion
Suite à l’attachement de la particule virale aux récepteurs CD4, plusieurs
changements de conformations au niveau de la gpl2O se produiront ce qui entraînera
l’exposition d’une loupe de la région V3 de l’enveloppe et permettra la
reconnaissance des corécepteurs CCR5 ou CXCR4 (Fig. 6) (359, 361). La région V3
(troisième boucle variable) de la gpl2O constitue le site de liaison aux récepteurs de
chimiokines et représente le principale déterminant du tropisme viral (251). À cet
effet, il a été démontré que des molécules de CD4 solubles pouvaient entraîner la
fusion entre des cellules exprimant Env et des cellules cibles exprimant les
corécepteurs mais non CD4 (448) accentuant davantage le rôle de CD4 dans
l’induction de l’exposition de la loupe V3 de l’Env (288).
Subséquemment, la liaison aux corécepteurs entraîne l’exposition du peptide
fusogénique de la gp4l et permet la fusion des membranes virales et cellulaires (180,
229). Sur le plan mécanistique, il a été démontré que la liaison d’une seule sous-unité
de la gpl2O à CD4 et au corécepteur est suffisante afin d’initier l’exposition du
peptide fusogénique d’une sous-unité de la gp4l présente sur une molécule différente
de l’oligomère de l’Env, suggérant ainsi un niveau de complexité additionnel au
niveau de l’association gpl2O-gp4l (447). Actuellement, des nombreux efforts sont
consacrés au développement d’une nouvelle génération de molécules anti-virales
ciblant précisément cette étape cruciale du cycle d’infection du VIH-1. Des
molécules, tel le T20, dont le potentiel thérapeutique est prometteur, font d’ailleurs
l’objet d’étude clinique de phase ifi (17).
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4.2.4 Décapsidation
Suite à la fusion des membranes virales et cellulaires, le virus pénètre dans la
cellule. Quoique certaines études semblent indiquer un rôle de la voie endocytique au
moment de l’entrée, de manière générale, le virus entre dans le cytoplasme des
cellules T CD4 sans l’intermédiaire des endosomes (152, 339, 497). La fusion est
alors suivie de la décapsidation du génome viral dans le cytoplasme de la cellule. La
décapsidation peut se définir comme étant l’étape au cours de laquelle l’ARN viral
est libéré des nucléoprotéines et des autres protéines virales pour laisser place au
complexe de rétrotranscription et de pré-intégration. Pendant cette étape, il y a perte
de la protéine de la capside tandis que la matrice, la nucléocapside, les enzymes
virales de la transcriptase inverse et de l’intégrase ainsi que la protéine virale Vpr
demeurent associées au génome viral.
Quoique la décapsidation représente une étape cruciale lors de la réplication
du VIH, il existe très peu de données quant au mécanisme précis menant à la
décapsidation du génome viral. Toutefois, des données biochimiques ainsi que des
études de microscopie électronique ont permis de mettre en évidence que, suite à
l’entrée, la capside virale se désassemble rapidement pour permettre à la transcriptase
inverse de fonctionner efficacement (155, 167, 220, 265).
5. Étapes de pré-intégration
Inimédiatement après l’internalisation du virus dans la cellule, le génome viral
est rétrotranscrit en ADN double-brin. La rétrotranscription se produit au niveau du
cytoplasme de la cellule en association avec les protéines virales nécessaires au
transport du complexe de pré-intégration vers le nucléoplasme. Ce complexe de pré-
intégration, formé dans le cytoplasme, doit franchir la membrane nucléaire de la
cellule pour pouvoir intégrer l’ADN proviral dans le génome cellulaire. Les sections




Au cours des étapes précoces de l’infection, les rétrovirus convertissent leur
génome d’ARN monocaténaire en ADN bicaténaire. Cette réaction est catalysée par
la RI (18, 510). La RT du VIH-l est un hétérodimère constitué de deux sous-unités;
la p66 et la pSi. Ces deux sous-unités sont obtenues suite au clivage du précurseur
par la protéase du virus et possèdent la même extrémité amino-terminale.
Les deux sous-unités participent à l’activité polymérase de l’enzyme mais seule la
p66 possède l’activité RNAse H qui permet la dégradation de l’ARN dans l’hybride
ARN/ADN (128, 519). Contrairement aux autres polymérases de l’ADN, la RT ne
possède pas d’activité de correction ce qui par conséquent engendre une fréquence de
mutations très élevée (3x105 par cycle de réplication) (338).
Tout comme les autres rétrovirus, au moment de l’assemblage, le Vifi
encapside deux copies de l’ARN du génome viral dans le virion. Comme nous le
verrons dans cette section, étant donné que le processus de la rétrotranscription
implique de nombreux transferts d’une matrice à l’autre, l’affinité de l’interaction
entre la RI et la matrice est relativement faible (509). De ce fait, il a été démontré
que, pendant la rétrotranscription, la RI peut facilement sauter d’une matrice à
l’autre. Donc, si les deux molécules d’ARN incorporées à la particule virale ne sont
pas génétiquement identiques, ce changement de matrice génère un nouveau génome
viral recombinant qui est dérivé de la séquence des deux ARNs parentaux (394).
Ainsi, la faible fiabilité de la RI combinée à la fréquence élevée de recombinaisons
génétiques obtenues lors de la rétrotranscription donne lieu à l’apparition de
populations virales dont les séquences sont largement hétérogènes. Ces populations
sont nommées quasi-espèces. Par conséquent, lors de la réplication, les diverses
pressions sélectives de l’hôte donnent lieu à l’émergence de mutations concédant au
virus un avantage réplicatif qui permet au Vll{ d’échapper rapidement à la réponse
immunitaire de l’hôte et de développer des variants résistants aux traitements anti
viraux.
La transcription inverse est un processus multiphasique utilisant de nombreux
éléments en cis situés au niveau du génome viral. Les diverses étapes de la
rétrotranscription sont illustrées à la figure 7. L’enzyme commence la synthèse de
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l’ADN en 5’ de l’ARN viral en utilisant comme amorce l’extrémité 3’-OH d’un
ARN de transfert lysine (ARNts) se liant spécifiquement à la séquence PBS
(priming binding site) de l’ARN viral (19). Afin de pouvoir initier la transcription
inverse, cet ARNts est sélectivement incorporé dans la particule virale grâce à une
interaction avec le précurseur p160GagPoI (328, 329). La synthèse complète de
l’hybride ADN/ARN nécessite un transfert de brin de l’extrémité 5’ à l’extrémité 3’
de l’ARN. Au moment d’effectuer ce transfert, l’activité RNAse H est essentielle
puisqu’elle permet de libérer l’extrémité nouvellement synthétisée du premier brin
d’ADN. Une fois monocaténaire, l’ADN peut s’hybrider avec la région 3’ de l’ARN
viral au niveau de courtes séquences homologues redondantes situées dans la région
R (506). Ce premier transfert de brin est critique pour la synthèse complète du
premier brin d’ADN complémentaire.
Certaines régions de l’ARN sont moins sensibles à l’activité enzymatique de
la RNAse H ce qui a pour effet d’induire la formation d’amorces obtenues par
digestion partielle de l’hybride ARN/ADN. C’est le cas de la séquence PPT
(polypurine tract) qui servira d’amorce lors de la synthèse du second brin d’ADN
initiée en 5’ du premier brin d’ADN et ce, avant la dégradation complète de l’ARN
(80, 162). La synthèse du second brin nécessite un deuxième transfert de brin de
l’extrémité 5’ à l’extrémité 3’ du premier brin. Le deuxième transfert de brin est
catalysé par l’activité de la RNAse H qui dégrade l’ARNt’ lié à la séquence PBS de
l’ARN viral. Ainsi, la séquence PBS du premier brin, synthétisée à partir du génome
viral, s’hybride à la séquence PBS du second brin, synthétisé à partir de ARNt’ ce
qui permet à la RT de terminer l’élongation complète des deux brins d’ADN
complémentaires (23, 114). Ainsi, lors de la rétrotranscription il y a duplication des
séquences U3 et US situées aux extrémités de l’ARN viral (5’ R-U3---ARN viral--
U5-R 3’) ce qui donne lieu à la formation du LTR caractéristique (5’-U3-R-U5-3’)
situé à chaque extrémité de l’ADN rétroviral. Le produit final de la rétrotranscription
consiste donc en un hétéroduplexe d’ADN linéaire aux extrémités franches dont
l’arrangement définitif devient «5’-U3-R-U5 ADN U3-R-U5 3’ » (51, 438).
Par ailleurs, le VIN possède un signal de terminaison central situé au centre
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Figure 7. Mécanisme moléculaire de la transcription inverse du génome rétroviral. Suite à la
liaison de l’ARNtLYS, la transcriptase inverse amorce la synthèse dti premier d’ADN. L’activité
RNAseH de la transcriptase inverse dégrade les hybrides ARN/ADN. Afin de générer une molécule
d’ADN bicaténaire, la transcriptase inverse doit procéder à de nombreux transferts de brins. Le
produit final de la rétrotranscription consiste en un hétérodctplexe d’ADN linéaire aux extrémités
franches dont l’arrangement définitif devient « 5’-U3-R-U5---ADN---U3-R-U5-3’ ». Reproduit de
J.M. Coffin et al. 199$. Retrovirus. p. 123.
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synthèse du deuxième brin, il y a formation d’un intermédiaire d’ADN triple-brin
appelé «DNA flap» (79). Récemment, il a été suggéré que la présence du DNA flap
pourrait être essentielle lors du transport du complexe de pré-intégration au noyau
(571).
5.2 Transport nucléaire du complexe de pré-intégration
Suite à la rétrotranscription, le complexe de pré-intégration doit traverser les
pores nucléaires pour accéder au nucléoplasme afin de s’intégrer au génome
cellulaire. Le génome des oncorétrovirus pénètre dans le noyau de la cellule au
moment de la rupture de la membrane nucléaire lors de la division cellulaire (30$,
431). Contrairement aux autres rétrovirus, le VIII peut effectuer le transport actif de
son matériel génétique contenu dans le complexe de pré-intégration (PIC) à travers
l’enveloppe nucléaire (56). C’est cette particularité qui permet au VIF{ de se répliquer
dans les cellules quiescentes tels les macrophages (307, 540). L’import nucléaire est
gouvernée par les importines x et f3; membres de la famille des karyophérines (541).
Les importines Œ sont responsables de la reconnaissance des signaux de localisation
nucléaire (NLS) tandis que les importines f3 médient la transiocation nucléaire du
complexe protéique (3, 208, 417). Ainsi, dans les cellules quiescentes, il semblerait
que la présence de ces signaux karyophiles au sein des diverses composantes du
complexe de pré-intégration du VIII faciliterait son transport actif au noyau (55, 125,
169, 183, 184, 233). En effet, dans les cellules quiescentes, la protéine p17 (MA),
Vpr, l’intégrase ainsi qu’un déterminant structural, le DNA flap, participent
directement au transport actif du complexe de pré-intégration du cytoplasme vers le
noyau de la cellule infectée (57, 233, 571). Toutefois, le mécanisme précis par lequel
chacune de ces protéines ainsi que le DNA flap contribue au transport du complexe
de pré-intégration reste à être élucidé puisqu’à présent la plupart des données existant
quant à la contribution relative de chacun de ces éléments demeurent contradictoires
(54, 531).
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5.3 Intégration du génome viral
Suite au transport nucléaire du complexe de pré-intégration, l’intégrase virale
catalyse l’insertion de l’ADN double-brin du génome viral dans le chromosome de la
cellule hôte. L’ADN intégré, aussi appelé ADN proviral, se comporte alors
essentiellement comme tous les autres gènes cellulaires. L’intégrase est une protéine
de 32 kDa qui est produite à partir de la région située en 3’ de pol immédiatement
après les séquences codant pour la RT (53). La protéine se divise essentiellement en
trois domaines i) un domaine HHCC, situé en N-terminal, caractérisé par la
présence d’un doublet d’histidine et de cystéine conservés chez toutes les intégrases
virales (259), ii) le site actif de la protéine (146) et finalement iii) un domaine de
liaison à l’ADN situé en C-terminal de la protéine (147, 553). Le site actif de
l’intégrase est caractérisé par la présence du motif DD35E composé de trois acides
aminés essentiels pour la catalyse, soit Asp64 et Asp”6 qui sont liés à un ion
magnésium tandis que le troisième acide aminé essentiel Glu’52, quant à lui, n’établit
pas de liaison avec le métal (146, 269, 285). Quoique lors de l’intégration, le VIE-I ne
semble pas favoriser l’utilisation d’un site spécifique au niveau du génome cellulaire,
il semblerait cependant que le choix du site d’intégration ne se fasse pas de manière
complètement aléatoire et que l’intégration se fasse préférentiellement au niveau de
site transcriptionellement actif (459).
Le processus de l’intégration débute par l’élimination de deux nucléotides à
chacune des extrémités 3’ de l’ADN viral. Le clivage se produit du côté 3’ du
dinucléotide CA qui semble être conservé chez non seulement chez tous les
rétrovirus mais également chez les rétrotransposons et les transposons d’origine tant
eucaryote que procaryote. Cette réaction permet d’exposer un groupement 3’-
hydroxyl qui servira lors de l’appariement avec l’ADN cellulaire cible (59, 438). Le
modèle actuel suggère que l’intégrase clive l’ADN viral ainsi que cellulaire et
catalyse leur liaison simultanément (142). Donc, parallèlement, l’intégrase clive le
génome cellulaire à un seul endroit produisant des extrémités cohésives possédant 4
bases non-appariées qui seront liées à l’ADN viral (202). L’intégration est complétée
lorsque la machinerie de réparation de l’ADN cellulaire remplace les nucléotides
non-appariés et remplit les jonctions créées par le clivage initial de l’ADN viral et
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cellulaire (49, 567). Conséquemment, le processus d’intégration résulte en la perte de
deux paires de bases du génome viral et en la duplication de cinq paires de bases du
génome cellulaire et ce, à chaque extrémité du site d’intégration (239).
6. Étapes de post-fntégratîon : régulation de l’expression des gènes
Suite à l’intégration du génome viral au chromosome de l’hôte, le provirus
intégré sert de matrice à la synthèse des ARNm viraux qui seront traduits afin de
générer les protéines structurales, régulatrices et accessoires nécessaires à la
réplication du VIH. Dans la section qui suit, nous traiterons du contrôle de
l’expression des gènes du VIH en insistant particulièrement sur le rôle joué par les
protéines de régulation Tat et Rev lors de la transcription et de l’export des ARNm
vers le cytoplasme.
6.1 Rôle de lat dans la transcription
Le LTR 5’ du VIII contient le site d’initiation de la transcription et possède de
nombreux éléments agissant en cis qui sont requis pour la synthèse des ARNm
viraux. L’initiation de la transcription est un processus impliquant l’ajout successif de
plusieurs facteurs de transcription ce qui rend le processus hautement régulé. Le LTR
est composée de 3 régions: U3 (pour extrémité 3’ unique), R (pour répétée) et U5
(pour extrémité 5’ unique); la transcription étant initiée à la jonction U3IR. La région
U3 contient de nombreux éléments qui permettent non seulement le recrutement de
l’ARN polymérase II cellulaire afin d’initier la transcription des ARNm viraux mais
renferme également une multitude de sites d’attachement pour des facteurs de
transcription cellulaires (432). Tout d’abord, à proximité du site d’initiation de la
transcription (environ à 25 nucléotides), on retrouve un site TATA qui permet
l’attachement du facteur de transcription TFIID. En amont du site TATA, on
retrouve trois sites de liaison au facteur Spi ainsi que deux sites de liaison de NF-iB
(188, 234). Malgré que certains auteurs aient rapporté que la présence des sites de
liaisons de NF-içB et de Spi soit essentielle à l’activation de la transcription à partir
du LTR du VIII, l’importance de ces sites est très variable selon les types cellulaires
utilisés (290, 436). Toutefois, leur élimination complète abolit totalement la
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réplication du VIN. De plus, en amont des sites NF-iB se trouve un domaine appelé
«modulatory region» caractérisé par la présence de sites additionnels de liaison à
des facteurs de transcription dont LEF, Ets et USF (432).
L’activité transcriptionnelle basale du LTR du VIN est très faible. Ainsi, la
présence de l’activateur de la transcription Tat est essentielle à l’expression des
protéines virales puisque Tat permet d’augmenter de manière considérable la
synthèse des ARNm viraux (115, 164). Tat est une protéine de 86 acides aminés dont
l’expression s’avère indispensable à la réplication du VIN (491). Afin de remplir sa
fonction, la protéine doit se lier à une tige boucle d’ARN présente au niveau de la
région TAR (transactivation response region) présente en 5’ de tous les ARNm
viraux (25, 473). Cette interaction permet le recrutement et l’assemblage d’une série
de complexes protéiques dont la p300 histone-acétyl-transférase (HAT) qui modifie
la conformation de la chromatine au site d’intégration du génome viral et P-TEFb qui
induit la phosphorylation du domaine C-terminal de l’ARN polymérase II favorisant
ainsi l’élongation des transcrits d’ARNm viraux (111, 237, 261, 343).
6.2 Épissage des ARNm
Outre le fait d’utiliser la machinerie transcriptionnelle de la cellule, le VIN
tire également avantage de la machinerie d’épissage de la cellule infectée afin
d’exprimer ses protéines. Tous les ARNm pleine longueur des rétrovirus possèdent
des signaux permettant l’excision de séquences introniques. Chez le VIN, on retrouve
quatre sites donneurs et six sites accepteurs d’épissage qui permettent de générer plus
d’une vingtaine de transcrits différents codant pour les diverses protéines du virus
(416, 470). fi existe trois principales classes d’ARNm viraux. Tout d’abord, les
messagers non-épissés qui représentent non seulement l’ARN génomique qui sera
encapsidé lors du bourgeonnement mais également les messagers codant pour les
précurseurs p55 et p160GagPol Ensuite, les messagers mono-épissés qui codent
pour Vpu, Env, Vpr et Vif et finalement, les petits messagers multi-épissés qui
codent pour les protéines dont l’expression est précoce lors du cycle de réplication
soient les protéines Tat, Rev et Nef. Ainsi, les multiples signaux d’épissage présents
dans le génome du VIN tout comme l’utilisation de l’épissage alternatif constituent
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des mécanismes de régulation permettant de mieux contrôler les proportions relatives
des protéines exprimées affectant ainsi indirectement la propagation du Vifi (179,
416).
6.3 Rôle de Rev dans l’export des ARNm vers le cytoplasme
Tout comme la plupart des ARNm cellulaires, seuls les ARNm viraux
complètement épissés sont efficacement transportés au cytoplasme pour y être
traduits. Conséquemment, tôt dans l’infection, seuls les gènes codant pour les
protéines Tat, Rev et Nef seront traduits. C’est l’action combinée de la protéine Rev
et de la séquence RRE présente au niveau de l’ARN qui permettra aux ARNm mono-
épissés et non-épissés d’être transportés vers le cytoplasme. Rev est une
phosphoprotéine de 19 kDa encodée par deux exons tous deux essentiels à la fonction
de la protéine (40$). En effet, Rev possède deux domaines fonctionnels; le premier
étant requis pour la localisation nucléaire et l’attachement de la protéine à la
séquence RRE (Rev responsive element), le second, permettant l’export nucléaire de
la protéine. La région RRE est une séquence d’ARN (250 nucléotides) dont le
repliement permet l’obtention d’une structure secondaire assez complexe composée
de plusieurs tiges boucles. Cette séquence, située au niveau du gène de l’env, est
présente chez tous les ARNm complets (9,8 kb) et mono-épissés (4 kb) (332, 435).
Le RRE, lorsque reconnu par Rev, permet le transport nucléo-cytoplasmique des
ARNm mono-épissés ou non-épissés. Donc, tôt lors de l’infection, Rev s’accumule
au niveau du noyau jusqu’à ce que la stochiométrie de la molécule permette son
oligomérisation au niveau du RRE. L’hypothèse actuelle veut que la formation de ce
complexe masque le signal de localisation nucléaire de Rev tout en exposant son
signal d’exportation nucléaire (NES) ce qui permet au complexe d’interagir avec la
machinerie d’export nucléaire (235). Récemment, la protéine Crml, a été identifiée
comme étant un des partenaires cellulaires impliqués dans l’export des ARNm
viraux. Crml est une protéine localisée au nucléoplasme qui interagit avec les
protéines des pores nucléaires (177). Par ailleurs, il a été établi qu’un mutant trans
dominant négatif de Rev, Rev M10 qui possède un NES défectif, était incapable
d’interagir avec Crml (34). Ainsi, l’interaction de Rev avec Crml catalyse la
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transiocation des ARNm où le complexe Rev/RRE est exposé vers le cytoplasme ce
qui permet aux ARNm codant entre autres pour les gènes structuraux d’être traduits.
Suite à cette translocation, Rev peut retourner au noyau grâce à la présence de son
signal de localisation nucléaire. Par ailleurs, au niveau des gènes gag, pot et env, se
trouvent plusieurs séquences agissant en cis empêchant l’utilisation de ces ARNm en
absence de Rev ajoutant par conséquent, un niveau supplémentaire de régulation de
l’expression des ARNm. Ces éléments agissent probablement en se liant à des
facteurs cellulaires nucléaires qui empêchent l’export des ARNm ayant ces séquences
(331, 435).
7. Protéines structurales
Une fois les ARNm efficacement transportés au cytoplasme, la synthèse des
protéines structurales s’ amorce. Les polyprotéines qui sont utilisées afin d’initier
l’assemblage sont codées par les gènes gag, pot et env qui sont communs à tous les
rétrovirus. La section qui suit décrit plus en détails la synthèse, la structure et la
maturation de ces protéines structurales.
7.1 Synthèse des précurseurs Gag et GagPol
Chez les rétrovirus, les protéines structurales et enzymatiques faisant partie de
la particule virale sont initialement synthétisées sous forme de précurseurs
polyprotéiques possédant une extrémité N-terminale commune. Le précurseur Gag
est une polyprotéine de 55kDa dont le cadre de lecture est situé à l’extrémité 5’ des
ARNm. Suite à l’action de la protéase virale, le clivage de Pr55G génèrera les
composantes structurales majeures de la capside virale soient la matrice, la capside,
la nucléocapside et la protéine p6. Quant au cadre de lecture de pot, codant pour les
protéines enzymatiques, il est situé en 3’ de Gag et sa traduction est le résultat d’un
glissement ribosomale (527). En effet, environ une fois sur vingt, au moment de la
traduction du précurseur Gag, il se produit un glissement ribosomal de 1 nucléotide
vers 1’ arrière ce qui entraîne un changement de cadre de lecture et permet la synthèse
du précurseur py60GagPol (254, 551). Par conséquent, ce changement de cadre de
lecture empêche la reconnaissance du codon stop de gag et permet à la traduction de
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se poursuivre. Ainsi, outre les protéines enzymatiques situées en 3’, la portion 5’ de
GagPol contient également les domaines de la MA, de la CA et de la NC ainsi que
quelques polypeptides impliqués dans l’assemblage.
Chez les virus utilisant le glissement ribosomal, l’efficacité de ce mécanisme
de traduction régulée détermine le rapport relatif de protéines structurales et
d’enzymes qui seront disponibles lors de l’assemblage. Chez le VII-T, le ratio de
Gag/GagPol synthétisé varie généralement entre 20:1 et 60:1. Chez de nombreux
virus, il a été démontré qu’il est primordial de maintenir des rapports précis entre la
synthèse des protéines structurales et enzymatiques (154). En effet, l’altération, si
minime soi-elle, du processus du glissement ribosomal inhibe drastiquement la
propagation virale (131).
Le clivage des précurseurs Gag et GagPol représente une étape essentielle à la
maturation des virus bourgeonnants afin de générer des particules virales
infectieuses. Conséquemment, les différents domaines présents au sein des protéines
structurales de la capside virale possèdent des rôles distincts selon qu’ils soient
utilisés dans le virion sous leur forme immature ou mature. Dans la section qui suit,
le rôle des différentes protéines structurales lors de l’assemblage sera discuté.
7.2 Structure et maturation de Env
La glycoprotéine gpl6O du VIN est produite à partir d’un ARNm
bicistronique codant également pour Vpu (471). La glycoprotéine de l’enveloppe est
d’abord synthétisé au niveau du réticulum endoplasmique rugueux en polyprotéine
précurseur (gpl6o) d’environ 845 à 870 acides aminés (9, 528). Lors de son transport
à la membrane plasmique, ce précurseur de l’Env inactif est alors clivé par une
protéase cellulaire appartenant à la famille des convertases pour générer la
glycoprotéine de surface (SU) gpl2O qui est associée de façon non-covalente à la
glycoprotéine transmembranaire (TM) gp4l (366, 528, 544). La gpl2O contient les
déterminants responsables de la liaison aux récepteurs cellulaires tandis que la gp4l
est non seulement responsable de la trimérisation de la protéine et de l’ancrage à la
membrane du complexe gpl2o/gp4l mais constitue également l’élément clé qui
permettra la fusion entre la membrane virale et la membrane plasmique de la cellule
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au moment de l’entrée du virus dans la cellule cible (77, 139, 180, 229, 283, 320,
480, 542). Pour être infectieux, le clivage de l’Env est nécessaire au virus afin que
l’Env soit compétente pour les étapes de fusion et ainsi obtenir des particules virales
infectieuses. C’est l’efficacité de ce clivage qui déterminera le transport
intracellulaire de l’Env et par conséquent son incorporation à la particule virale. À cet
effet, seulement un très faible pourcentage (seulement de 5-15%) de l’Env mature
atteint la surface de la cellule pour être incorporée au virion; le reste étant dégradé au
niveau des lysosomes (544). Outre son transport inefficace à la surface de la cellule,
l’Env contient également au niveau de sa queue intracytoplasmique des signaux
d’endocytose qui permette son internalisation par le recrutement de la machinerie
cellulaire utilisant les molécules adaptatrices de clathrine (440). Cette même
machinerie est ciblée par Nef afin de médier l’intemalisation du récepteur CD4 ce qui
contribue davantage à la diminution de son expression à la surface de la cellule
permettant à la cellule infectée d’échapper plus efficacement à la réponse
immunitaire anti-HW (377).
Des comparaisons de séquences du gène env d’un grand nombre d’isolats du
Vifi ont permis d’établir que structurellement la gpl2O est organisée en 5 domaines
conservés (C1-C5) séparés par 5 domaines hypervariables (V1-V5) (355, 496, 548).
La structure secondaire de la gpl2O est maintenue grâce à des ponts disulfures liant
les différents domaines de la protéine via 9 résidus cystéines conservés (287, 304).
Au niveau du Golgi, la gpl2O subit de nombreuses modifications post
traductionnelles et est modifiée par l’ajout d’oligosaccharides complexes (304). Un
motif YXXL situé au niveau de la queue intracytoplasmique de la gp4l est
responsable du bourgeonnement polarisé du virus et permet un ciblage de l’Env aux
compartiments endosomaux adéquats dirigeant ainsi l’Env mature vers les sites
d’assemblage du virus à la membrane plasmique. Récemment, de nombreuses études
ont mis en évidence que le VIN bourgeonne au niveau de domaine spécialisés de la
cellules appelés radeaux lipidiques (65, 243, 371, 378). 11 a été démontré que la
palmitoylation de l’Env est critique pour son association avec les radeaux lipidiques
et son incorporation subséquente à la particule virale bourgeonnante (371, 439).
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8. Assemblage et bourgeonnement de la particule virale
Suite à la synthèse de toutes les protéines virales, l’assemblage du virus
s’amorce. L’assemblage des rétrovirus est le résultat d’une série d’évènements
menant ultimement à la formation et à la relâche de particules virales infectieuses de
la cellule infectée. Suite à la traduction des précurseurs Gag et GagPol, ces protéines
structurales sont ciblées à la membrane cellulaire. Leur accumulation au site
d’assemblage force ainsi la membrane cellulaire à former un virion bourgeonnant qui
par la suite sera relâché de la cellule. Dans cette section, les différents éléments
intervenant au niveau de l’assemblage du VIH-l (interactions Gag-membranes, Gag-
Gag et Gag-ARN) seront détaillés.
8.1 Ciblage à la membrane
Les premières études fonctionnelles sur l’assemblage du Vifi ont permis de
démontrer que le ciblage à la membrane de Gag en constituait l’un des évènements
précurseurs. fi est bien établi que la matrice (MA), qui constitue la portion N-
terminale du précurseur p55’I, en est responsable. En effet, des mutations
abolissant le ciblage aux membranes de Gag préviennent efficacement le
bourgeonnement de particules virales (52, 81, 212, 299, 494, 576). Par ailleurs, ces
études ont également permis de définir une région située en N-terminale et conservée
chez d’autres rétrovirus dont la fonction est de permettre le ciblage membranaire de
Gag; il s’agit du domaine M (550).
8.1.1 Domaine M
Le domaine M du VIFI-l se situe au niveau des 31 premiers acides aminés de
la MA (576). Ce domaine est constitué de deux régions qui sont toutes deux requises
pour le ciblage membranaire de Gag soit la présence d’une région acylée et d’une
région riche en résidus basiques (212, 299, 494, 576). Lors de la traduction de Gag, la
première méthionine de la protéine est enlevée pour permettre l’ajout d’un acide gras,
le myristate, au premier résidu glycine de la protéine (22, 201, 212). Cette
myristylation dépend de la présence de la séquence consensus Met-Gly-x-x-x-Ser/Thr
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(428) et permet l’insertion de p55’ aux membranes. Quant aux résidus basiques,
ils sont regroupés entre les acides aminés 17 à 31 de la MA (576). Cette portion
formée d’un regroupement d’acides aminés chargés positivement permettrait, selon
des études de structure et de mutagenèse de la protéine, la liaison aux membranes de
Gag en interagissant avec les phospholipides du feuillet interne de la membrane
plasmique (238, 344, 569, 576).
Malgré que les connaissances actuelles nous permettent de mieux définir les
régions de la MA responsable du ciblage aux membranes de Gag, le mécanisme
précis par lequel Pr55 semble préférentiellement ciblé à la membrane plasmique
plutôt qu’ aux membranes intracellulaires demeure inconnu. Toutefois, de plus en
plus d’évidences, dont les interactions décrites entre Gag et TsglOl (protéine
impliquées dans la biogénèse des corps multivésiculaires (MVB), indiquent que le
virus aurait également la capacité de bourgeonner au niveau des compartiments
vésiculaires intracellulaires ceci étant particulièrement observé chez les macrophages
(190, 420). Par ailleurs, des études récentes ont permis de mettre en évidence que les
molécules de Gag s’accumulent préférentiellement dans des domaines spécifiques de
la membrane plasmique appelés radeaux lipidiques (lipid rafts) (65, 378).
8.2 Oligomérisation de Gag
La multimérisation des molécules de Gag est à la base de la formation de la
particule virale et représente une des propriétés intrinsèques de Gag puisque lorsque
purifié, Gag peut former des particules présentant des propriétés structurales
similaires aux virions in vitro (63, 64, 313, 362). L’assemblage et la formation de la
particule virale représentent un processus complexe et dynamique où interviennent
de multiples interactions entre les molécules de Gag impliquant divers domaines de
Gag. Dans cette section, les multiples déterminants de l’oligomérisation de Gag
seront décrits.
8.2.1 Domaines de multimérisation de Gag
Récemment, il a été démontré que la MA pouvait être impliquée dans
l’oligomérisation de Gag. Tout d’abord, la structure cristallographique de la protéine
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est trimérique (238, 345). Par ailleurs, la formation de Gag trimériques en solution est
dépendante de la présence de la MA (363). Cependant, le rôle de la trimérisation de
Gag lors de l’assemblage n’est pas bien défini. En effet, la substitution complète de la
MA par un domaine hétérologue de ciblage à la membrane indique que le rôle de la
MA serait essentiellement de cibler Gag à la membrane plasmique et que la
trimérisation de la molécule ne semble pas indispensable à l’assemblage (149).
Toutefois, certaines mutations de Gag au niveau de l’interface de trimérisation de la
MA affectent sensiblement l’assemblage viral (364). De plus, récemment, il a été
démontré que l’association de Gag aux membranes induite par la myristillation de
son domaine N-terminal favorise l’assemblage et facilite la multimérisation de Gag
(38). À cet effet, il est possible de croire que l’association de Gag aux membranes
stabilise les interactions intermoléculaires ce qui favorise par conséquent
l’oligomérisation de Gag permettant un assemblage plus efficace (457). Toutefois, le
fait que Gag puisse oligomériser en absence de myristillation soulève la possibilité
que l’assemblage puisse s’amorcer dans le cytoplasme pour ensuite se terminer à la
membrane (363). Le second domaine de Gag impliqué dans la multimérisation de la
protéine se trouve au niveau de la protéine de la capside (CA). La capside est le
principal déterminant impliqué dans la formation du noyau dense viral puisque
lorsque purifié, la CA peut s’ auto-assembler pour former une structure homologue au
noyau dense (67, 141). Les virions possédant des noyaux denses dont la morphologie
est affectée sont incapables d’initier correctement la rétrotranscritption diminuant
ainsi leur potentiel infectieux (508). Donc, la capside fournit non seulement la
stabilité structurale du virion mais contribue également aux contacts protéines-
protéines nécessaires à l’assemblage productif du virus. Le domaine N-terminal de la
CA influence la morphologie des particules virales tandis que le domaine C-terminal
agit sur l’assemblage (134); les deux régions étant séparées par une courte région
flexible permettant aux deux domaines de s’orienter et de possiblement fonctionner
indépendamment (28). 11 a été démontré que la portion C-terminale responsable de la
dimérisation de la protéine est absolument requise pour que l’assemblage se fasse
correctement (36, 186). Situé à proximité du site de dimérisation de la CA se trouve
le domaine MHR (major homology region) qui est conservé chez tous les rétrovirus.
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Quoique très peu d’informations existent quant au rôle précis joué pas le domaine
MHR dans l’assemblage des particules virales infectieuses, certains résultats ont
suggérés que la présence de ce domaine contribuerait, tout comme la MA, à
l’attachement de p55 aux membranes et ce, possiblement en affectant la
conformation de Gag pour que ce dernier puisse s’associer correctement au site
d’assemblage du virus. (140). D’ailleurs, des mutants de ce domaine affectent non
seulement la structure générale du noyau dense mais également l’assemblage (134)
(333). Par ailleurs, la région C-terminale de la CA comprenant le MHR est également
responsable de l’incorporation du précurseur p160GagPoI (247)
Le troisième domaine de Gag impliqué dans la formation d’oligomère du
précurseur p55Gag est la NC. La suppression de ce domaine entraîne une réduction
considérable des interactions Gag-Gag affectant ainsi la formation et la production de
particules virales (58, 171). Hormis son rôle lors de la morphogenèse virale, la NC,
via son domaine I (interaction domain) représente le principal déterminant de
l’incorporation de l’ARN génomique.
8.3 Encapsidation de l’ARN génomique
Au moment de l’assemblage, le VIII incorpore deux copies de son génome
dans la particule virale. L’ARN génomique est incorporé grâce à un signal
d’encapsidation nommé site-ljJ situé au niveau de l’ARN en 5’ du codon d’initiation
de Gag (26). Le signal d’encapsidation du VIH est principalement composé d’une
structure secondaire de l’ARN assez complexe formée de quatre tiges boucles (SL1-
SL4). Toutefois, certaines séquences situées à l’extérieur de cette région sont
également importantes (27). fi semblerait que la structure secondaire du site-iV plutôt
que sa séquence précise en acides nucléiques soit importante pour l’encapsidation de
l’ARN génomique. Les ARN ne possédant pas cette séquence ne sont pas incorporés
efficacement (26). Par ailleurs, les molécules d’ARN dimérisent via la séquence DLS
(dimer linkage sequence). Cette séquence chevauche partiellement le site-W ce qui
rend difficile l’analyse de la contribution de la dimérisation de l’ARN génomique
lors de son encapsidation (212).
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L’encapsidation spécifique de l’ARN génomique du Vifi est médiée par une
interaction survenant entre le signal d’encapsidation et le domaine NC de Gag (161,
175). L’interaction entre la NC et l’ARN génomique favorise non seulement
l’encapsidation de l’ARN et sa dimérisation mais entraîne également la formation de
la structure de la nucléocapside du virion (387, 410). De plus, la NC permet la
stabilisation du dimère d’ARN en favorisant sa maturation (270). La nucléocapside
possède deux motifs en doigt de zinc séparés par une région riche en acides aminés
basiques. La NC peut se lier aux ARNs soit de manière spécifique via ses domaines
en doigt de zinc ou de manière non-spécifique via son domaine basique (113).
Malgré que de nombreux aspects biochimiques impliqués dans l’interaction Gag
ARN soient bien caractérisés in vitro, plusieurs questions demeurent quant au
processus de l’encapsidation de l’ARN in vivo. Entre autres, on ne sait toujours pas
précisément à quel moment l’ARN génomique est encapsidé lors de l’assemblage ni
s’il existe une relation entre la multimérisation de Gag et l’encapsidation du génome.
Toutefois, plusieurs évidences suggèrent que Gag, via la NC, se lie d’abord à l’ARN
ce qui enclenche la formation d’un complexe multimérique de Gag dont la surface
serait suffisamment importante pour promouvoir son association subséquente aux
membranes (415). D’ailleurs, à cet effet, il est bien établi que la présence d’ARN est
absolument requise lors de l’assemblage in vitro de Gag ou de fusion CA-NC (362,
445). De plus, un traitement à la RNAse est capable d’abolir les interactions Gag-Gag
(58). Par ailleurs, étant donné que le site-141 chevauche le site d’initiation de la
transcription, il a été suggéré que l’attachement de Gag au site-xj empêcherait les
ribosomes de s’y associer afin d’initier la traduction terminant ainsi la synthèse
protéique et permettant le ciblage des ARN au site d’assemblage.
8.4 Incorporation de protéines cellulaires
Lors du bourgeonnement, le Vifi peut incorporer de nombreuses protéines
membranaires de l’hôte dont la f32-microglobuline, le CMH-fl, et la molécule
d’adhésion ICAM-1 pour ne donner que quelques exemples (153, 350, 383, 458).
Quoique l’incorporation de ces protéines paraisse à prime abord non-spécifique, il
semblerait que leur incorporation soit régulée au niveau du site d’assemblage du
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virus (383). En effet, à présent, on retrouve principalement des protéines associées
aux radeaux lipidiques en association avec le virion (378). Toutefois, malgré que
l’incorporation de ces protéines semblent se faire de manière passive, certaines de
ces protéines nécessitent la présence d’un facteur viral afin d’être incorporées au
virion. C’est la cas du CMH-ll qui dépend de la présence de l’Env pour son
incorporation (411). Toutefois, nous ne savons toujours pas si Env interagit
directement avec le CMH-ll pour initier son incorporation ou bien si tout
simplement, l’Env permet de diriger le bourgeonnement à des sites de la membrane
enrichis en CMH-ll.
De nombreuses études suggèrent que les modifications apportées au virus par
l’incorporation de protéines dérivées de la cellule par le virus au moment du
bourgeonnement (69, 430) pourraient avoir un rôle à jouer dans la réplication du
virus (382, 523). En effet, il a été démontré que l’incorporation du CMH-ll entraîne
une augmentation de l’infectivité (68). Un des mécanismes proposés pour expliquer
cette augmentation de l’infectivité serait que le CMH-ll permettrait d’accroître
l’affinité de la particule virale lors de l’interaction avec CD4, le ligand naturel du
CMH-ll. De manière analogue, l’incorporation de ICAM-l permet d’augmenter
l’adhésion du virus à la cellule cible ce qui pourrait influencer la capture du virus par
les cellules dendritiques folliculaires (168).
Outre ces protéines membranaires, le V1H incorpore également d’autres
protéines de l’hôte à l’intérieur de la particule virale. C’est le cas de la cyclophiline A
et de certaines protéines du cytosquelette dont l’actine (385, 386). L’incorporation de
la cyclophiline A se fait de manière spécifique et implique une interaction avec la
capside (172, 514). il semblerait que l’incorporation de la cyclophiline A soit
nécessaire à la réplication du virus parce que la présence de la cyclophiline A
favoriserait la décapsidation du virus ce qui faciliterait ainsi le processus de la
rétrotranscription (321). Toutefois, les implications fonctionnelles de l’incorporation
de toutes les protéines associées au virion ne sont pas toujours bien définies.
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8.5 Convergence Env/Gag
Au moment de l’assemblage, il y a convergence des protéines structurales au
site de bourgeonnement du virus. Le mécanisme par lequel Gag et Env se retrouvent
au même endroit de la membrane plasmique fût pendant longtemps un point de
questionnement de la morphogenèse virale. À présent, il existe de nombreuses
évidences indiquant que Gag et Env interagissent. Tout d’abord, des études de
mutagenèse de la MA et de gp4l ont permis d’identifier des mutations bloquant
l’incorporation de l’Env à la particule virale (135, 173, 568). À cet effet, Murakami
et al. ont pu identifié un mutant de la MA permettant le rétablissement de
l’incorporation d’un mutant de la région cytoplasmique de gp4l suggérant fortement
que l’interaction des deux protéines permet la convergence de ces déterminants
structuraux au site d’assemblage (367). Par ailleurs, une interaction directe entre Gag
et Env a pu être mise en évidence (105, 560).
Malgré que le bourgeonnement puisse se produire en absence d’Env, il n’est pas
exclu que l’Env puisse participer au processus d’assemblage en sélectionnant
précisément le site d’assemblage. En effet, l’Env a été identifié comme étant le
déterminant du bourgeonnement polarisé des virions dans certains types cellulaires
dont les cellules épithéliales polarisées et les cellules T (126, 317). Dans les cellules
épithéliales, lorsque Gag est exprimé seul, la relâche virale se produit tant du côté
basolatéral qu’apical. Par contre, en présence de l’Env, le bourgeonnement du virus
est redirigé du côté basolatéral. Néanmoins, lorsqu’un signal de rétention au
réticulum endoplasmique est ajouté à l’Env, le bourgeonnement n’est pas redirigé
vers ce compartiment (449). Inversement, certains mutants de MA permettent quant à
eux le reciblage de Gag vers les membranes des compartiments intracellulaires (149).
Toutefois, les particules virales, telles qu’observées par microscopie électronique ne
possèdent pas d’Env suggérant que le site de convergence entre Gag et Env ne se
situe pas au niveau de ces compartiments intracellulaires.
À présent, un nombre considérable d’évidences indiquent que le VIH utilisent
les radeaux lipidiques (rafts) lors du bourgeonnement (371, 378). Non seulement, la
localisation de l’Env au niveau des rafis est-elle nécessaire à son incorporation à la
particule virale mais Gag est également ciblé au niveau de ces domaines spécialisés
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de la membrane plasmique. À cet effet, il semblerait que l’oligomérisation de Gag
favorise sa localisation au niveau d’un certain type de radeaux lipidiques dont la
densité est légèrement plus élevée que celle des radeaux lipidiques
conventionnellement décrits ce qui suggère que les molécules de Gag oligomériques
pourraient être assemblées par les mouvement latéraux de radeaux lipidiques (243,
311). Certains auteurs ont suggéré que l’accumulation de l’Env au niveau des rafts
permettrait de consolider la liaison de Gag au niveau de ces domaines ce qui facilite
l’oligomérisation de la molécule. Outre le VIH, une multitude de virus utilisent les
radeaux lipidiques lors de l’assemblage. C’est d’ailleurs le cas du virus de la
stomatite vésiculaire (VSV) (402). Toutefois, malgré que la glycoprotéine de VSV
(VSV-G), tout comme l’Env du VIH, se localise au niveau des rafts, il a été démontré
que le VSV était incapable d’incorporer l’Env du VIN. fi semble que ce soit la
longueur de la queue cytoplasmique de l’Env qui empêche son incorporation
puisqu’en substituant le domaine cytoplasmique de l’Env par celui de VSV-G, le
pseudotypage de VSV devient possible (258). Donc, dans l’ensemble, la plupart des
études tendent à démontrer que l’Env participe au processus d’assemblage en
sélectionnant précisément le site d’assemblage afin de permettre son incorporation;
tout d’abord en permettant le ciblage basolatéral de l’Env et ensuite, via la
palmitoylation, en ciblant l’Env aux niveaux des radeaux lipidiques. Toutefois, le
mécanisme précis par lequel l’Env recrute Gag lors de l’assemblage reste à être
précisé.
8.6 Bourgeonnement
La dernière étape de l’assemblage des particules virales se produit au moment
où le virus se détache de la membrane de la cellule infectée. fi est maintenant clair
que le bourgeonnement est un processus actif nécessitant autant la contribution de
séquences virales bien spécifiques que la participation de facteurs cellulaires.
Chez le VIN, les séquences responsables du bourgeonnement efficace des
particules virales sont présentes dans la protéine p6 de Gag. Des mutations de la
protéine p6 empêchent le bourgeonnement et entraînent l’accumulation de particules
virales à la surface de la cellule qui sont maintenues ensembles par une courte tige
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(211, 248). La région de p6 responsable de la fission de la particule virale est appelé
domaine L (late domain) et est composée d’un motif PTAP hautement conservé.
Toutefois, chez d’autres rétrovirus, le motif PTAP est substitué, par un motif de type
YxxL (virus de l’anémie équine infectieuse) ou encore PPxY (virus Mason-Pfizer et
virus du sarcome de Rous) (533). Il a été démontré que ces domaines sont non
seulement interchangeables mais que leur position au sein de Gag importe peu
indiquant ainsi une convergence dans les mécanismes de relâche utilisés par les
rétrovirus et suggérant que le domaine L ne contient pas d’informations contribuant à
la structure du virus (392).
Quoique le mécanisme précis par lequel la relâche s’effectue ne soit pas
encore bien compris, de nombreuses évidences suggèrent que le domaine L
fonctionnerait en recrutant la machinerie d’ubiquitination de la cellule. Tout d’abord,
il a été démontré que p6 pouvait être ubiquitinée (384). De plus, Schubert et aï., en
utilisant des inhibiteurs du protéasome, ont démontré que la présence d’ubiquitines
libres dans la cellule est essentielle au bourgeonnement (465). Également, il a été
démontré que la protéine TsglOl pouvait lier Gag de manière p6 dépendante (529) et
que l’expression de Gag entraînait une redistribution de TsglOl au site d’assemblage.
TsglOl est une protéine apparentée aux enzymes E2 qui sont des protéines
catalysant l’ubiquitination des protéines (301). Cependant, contrairement aux
enzymes E2, TsglOl ne possède pas de site catalytique lui permettant d’effectuer le
transfert des ubiquitines vers son substrat (280). Récemment, il a été démontré que
TsglOl pouvait s’assembler afin de former un complexe de haut poids moléculaire
(ESCRT-1) impliqué dans le ciblage aux lysosomes des protéines membranaires
destinées à être dégradées (301). Les protéines peuvent entrer cette voie de routage
cellulaire soit via l’endocytose ou via le transport vésiculaire intracellulaire. Chez la
levure, il a été démontré que des mutations de TsglOl bloquaient le transport
vésiculaire de manière analogue à ce qui est observé lors du bourgeonnement du
virus en absence de p6 (301).
Quoique que la présence de TsglOl semble indispensable à la relâche, le
mécanisme précis par lequel ce facteur cellulaire contribue au bourgeonnement reste
à être déterminé. En effet, plusieurs questions subsistent quant à savoir comment la
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machinerie d’ubiquitination permettrait le bourgeonnement plutôt que l’endocytose
des virions matures. Vraisemblablement, ce phénomène suggère qu’hormis TsglOl
d’ autres facteurs cellulaires seraient impliqués lors du bourgeonnement. Par ailleurs,
nous ne savons toujours pas si l’ubiquitination de p6 est nécessaire afin de recruter
TsglOl ou bien si cette ubiquitination constitue une conséquence indirecte du
recrutement de la machinerie d’ubiquitination au site d’assemblage.
8.7 Maturation
Lors du bourgeonnement, la protéase virale s’active et clive les précurseurs
Gag et GagPol afin de générer les protéines matures (309). La protéase du Vifi existe
sous forme dimérique et appartient à la famille des protéases aspartiques caractérisées
par la présence d’un motif Asp-Ser/Thr-Gly au niveau du site actif de l’enzyme
(369). La PR ne reconnaît pas tous les sites de clivages présents au niveau des
précurseurs avec la même efficacité (284, 400). Conséquemment, le clivage se fait de
manière ordonnée afin de générer les virions matures. Suite au clivage des
précurseurs, il se produit une réorganisation complète de la structure du virion. En
effet, par microscopie électronique on peut observer que les virions dont la périphérie
était initialement dense et le coeur translucide possèdent maintenant une capside
centrale dense et de forme trapézoïdale (566). 11 est bien établi que la maturation du
virus est essentielle à son infectivité puisque des mutations prévenant la formation de
la capside virale entraîne des conséquences drastiques sur l’infectivité du virus.
Donc, la condensation de la capside virale représente une étape primordiale qui
s’avère être indispensable afin que le virus puisse effectuer à nouveau les étapes
précoces de son cycle réplicatif.
9. Protéines accessoires : Vif, VprNpx et Nef
Outre les gènes gag, pol et env normalement retrouvés chez tous les
rétrovirus, le VIII possède plusieurs cadres de lecture supplémentaires codant pour
les gènes accessoires vif vpr/vpx, vpu et nef Ces gènes sont dits accessoires
puisqu’ils ne sont pas essentiels à la réplication virale in vitro. Cependant, les
connaissances actuelles relatives au rôle de ces protéines ont permis de mettre en
47
lumière l’importance de ces protéines dans la pathogenèse virale et la réplication du
VIII in vivo. En effet, in vivo les protéines accessoires contribuent, comme nous le
verrons, de manière non-négligeable tant à la propagation virale qu’à l’induction de
la maladie.
9.1 Vif
Vif est une protéine phosphorylée de 192 acides aminés (23 kDa) qui est
synthétisée tardivement lors de l’infection à des niveaux relativement élevés (490,
503). Tous les lentivirus, à l’exception du virus de l’anémie équine, expriment la
protéine Vif (Viral infectivity factor) (375). L’ expression de Vif est non seulement
essentielle à la pathogenèse virale mais est indispensable à la réplication du VJH dans
les cellules T primaires et les macrophages (86, 163, 181, 199). En culture
cellulaire, des virus Vif défectif arrivent à se répliquer seulement dans certaines
lignées lymphocytaires dites permissives (CEM-SS, SupTl, C8166 et Jurkat) tandis
que pour d’autres lignées cellulaires, telles les cellules H9 ou MT2, l’expression de
Vif est requise suggérant l’implication d’un facteur cellulaire dans la fonction de la
protéine (163, 181, 492). L’analyse des hétérokaryons formés de cellules permissives
et non-permissives a permis de démontrer qu’il s’agit d’un phénotype dominant et
que, par conséquent, Vif agirait en empêchant ce facteur cellulaire d’interférer avec
la formation de particules virales infectieuses (325, 485).
fi est généralement accepté que Vif agit lors des étapes tardives du cycle de
réplication du virus afin de produire des particules virales pleinement infectieuses
(31, 444, 482, 534). En absence de Vif, la rétrotranscription est affectée inhibant ainsi
la formation de l’ADN proviral dans la cellule infectée (35, 204, 492). Récemment,
plusieurs groupes ont simultanément élucidé comment Vif pouvait contribuer non
seulement à l’infectivité du VIN mais également au processus de la reverse
transcription. Les auteurs ont démontré que Vif interagit avec une protéine cellulaire,
APOBEC3G, ce qui prévient son incorporation dans la particule virale. APOBEC3G
(CEM15) est une déaminase de l’ADN qui lorsqu’incorporée à la particule virale
induit, au moment de la rétrotranscription, la déamination des cytosines en uraciles
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du premier brin d’ADNc ce qui par conséquent introduit des mutations au niveau du
second brin qui lui, sert de matrice à la synthèse des gènes viraux (342). Outre son
effet sur le Vifi, APOBEC3G peut agir sur un vaste groupe de rétrovirus dont MLV.
Ainsi, l’introduction massive de ces hypermutations pouffaient constituer un
mécanisme général de défense innée cellulaire contre de nombreux groupes de
pathogènes puisque la présence de ces mutations contribuent au recrutement des
composantes d’excision de la machinerie de réparation de l’ADN ce qui entraîne
l’élimination des intermédiaires de réplication et leur destruction (228, 298, 336, 342,
479). De plus, il est possible de croire que lorsque le VN se réplique dans des
cellules exprimant APOBEC3G, l’expression de Vif permet d’éviter l’accumulation
de mutations aux niveaux des gènes des protéines structurales, enzymatiques et
régulatrices du virus qui autrement pourraient affecter diverses étapes du cycle de
réplication du virus.
9.2 VprNpx
La protéine Vpr est une protéine de 14 kDa qui comporte 96 acides aminés et
qui est incorporée à la particule virale (98). L’expression de Vpr est conservée non
seulement chez le VII-I-1 mais également chez le VIH-2 et le virus de
l’immunodéficience simienne (VIS) (118, 423). Les fonctions de la protéine Vpr du
VIH-2 sont partiellement différentes de celles du VIII-l, ainsi, le VIH-2 code pour
une protéine additionnelle nommée Vpx (477, 524). Cette protéine, analogue à Vpr,
fonctionne de concert avec cette dernière afin de médier les activités combinées de la
protéine Vpr du VIII-l. Quoique l’expression de Vpr ne soit pas indispensable lors
de la réplication du VIH dans les cellules T en division (118), Vpr joue un rôle
primordial lors de la réplication du virus in vivo (198). En effet, lors de l’infection du
macaque par un virus possédant un codon stop prématuré dans le gène de vpr, le
virus recouvre rapidement un cadre de lecture fonctionnel ce qui indique qu’il existe
une forte pression sélective afin de conserver l’expression de Vpr (293). De plus,
l’absence de Vpr ou de Vpx lors de l’infection affecte sévèrement la propagation
virale retardant ainsi les conséquences pathogéniques liées à l’infection (127, 198).
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Par ailleurs, il a été observé que la fréquence d’apparition d’une mutation de Vpr
abolissant l’induction de l’apoptose était plus élevée chez des patients dont le
développement de la maladie est retardé (322).
La protéine Vpr possède plusieurs activités biologiques pouvant expliquer
comment la protéine contribue à la pathogenèse virale in vivo. Tout d’abord, il a été
démontré que Vpr induit un arrêt du cycle cellulaire en G2 (305, 433). Puisque la
phase G2 du cycle cellulaire favorise la synthèse protéique, il a été suggéré que cet
arrêt du cycle cellulaire en G2 contribue indirectement à la réplication virale en
augmentant l’activité transcriptionnelle du LTR du VIII ce qui par conséquent
entraîne une synthèse accrue des protéines virales (203, 565). Ensuite, grâce à sa
présence au niveau du complexe de pré-intégration, Vpr facilite l’infection des
cellules quiescentes tels les macrophages en favorisant le transport nucléaire du
complexe de pré-intégration vers le nucléoplasme de la cellule infectée (233). En
effet, Vpr, en interagissant avec l’importine-cç permet de consolider non seulement
l’interaction entre l’importine-Œ et les signaux de localisation nucléaire présent au
niveau de la matrice mais permet également de stabiliser le complexe d’import
nucléaire en empêchant la dissociation de l’importine-f3 au niveau des pores
nucléaires (413, 414, 532). Par ailleurs, Vpr est capable d’induire l’apoptose des
cellules infectées (15, 500). Plusieurs mécanismes ont été proposées afin d’expliquer
comment Vpr augmente la mort cellulaire. Tout d’abord, il semblerait que Vpr
puisse agir directement en perméabilisant les membranes mitochondriales ce qui a
pour effet de permettre le relâchement des cytochromes c et d’activer la cascade des
caspases menant à l’apoptose de la cellule (255, 256, 501). Par ailleurs, il a été
suggéré que Vpr pourrait également induire l’apoptose des cellules infectées en
inhibant l’activité de NF-icB ce qui résulte en une diminution de l’expression de
facteurs anti-apoptotique comme Bd-2 (15, 273, 422). Outre ces activités, Vpr
pourrait également contribuer au processus de la rétrotranscription. En effet, Vpr
pourrait possiblement recruter certaines enzymes de la machinerie de réparation de
l’ADN: dans le système deux-hybrides, Vpr interagit avec l’ADN uracile
glycosylase (UDG) et HHR23A, (39, 474, 552). Quoique ces interactions n’aient été
détectées que dans la levure, on peut supposer que le recrutement de ces enzymes au
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niveau du complexe de pré-intégration pourrait permettre d’augmenter la fidélité de
la rétrotranscription. Toutefois, on ne sait toujours pas comment Vpr pourrait
modifier l’activité des ces protéines et leur rôle en tant que médiateur de l’effet anti-
mutagène de Vpr demeure hypothétique. Ainsi, de par ces multiples fonctions, Vpr
joue un rôle critique tant au niveau des phases précoces que tardives lors de
l’infection par le VIH favorisant par conséquent la réplication du virus in vivo.
9.3 Nef
Nef constitue un des principaux déterminants de la pathogénicité du VIH et
du $1V. En effet, il a été démontré que des délétions introduites dans la protéines
réduisaient considérablement la pathogénicité du $1V lors de l’infection du macaque
(268). De plus, lors de l’infection du macaque par un virus possédant un codon stop
prématuré dans le gène de nef, le virus recouvre rapidement un cadre de lecture
fonctionnel ce qui indique qu’il existe une forte pression sélective afin de conserver
l’expression de Nef (268). Par ailleurs, chez les patients, une corrélation directe est
observée entre l’infection par un virus défectif pour l’expression de Nef et un
ralentissement important de la progression de la maladie (116, 274, 297). Ainsi, les
mécanismes par lesquels Nef optimise la réplication du virus pourraient contribuer à
la pathogenèse associée au VIH.
Le gène codant pour Nef est exprimée à partir d’un ARNm qui a subit de
multiples épissages et est situé à l’extrémité 3’ du génome dans une région
chevauchant partiellement le LTR du Vifi (110, 277). Nef est exprimé précocement
lors de l’infection et quelques évidences récentes suggèrent même que la
transcription du gène s’amorcerait avant l’intégration complète du génome viral
(559). Nef est une phosphoprotéine de 27 kDa dont l’association aux membranes
dépend de la myristilation de son domaine N-terminal. Malgré que la localisation
cellulaire de Nef soit principalement cytoplasmique, il apparaît que la myristilation
de la protéine entraînant sa relocalisation au niveau de la membrane plasmique et du
cytosquelette soit essentielle à la plupart des activité biologiques de la protéine (88,
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150, 263, 398, 536).Par ailleurs, il a été démontré que Nef était incorporé à la
particule virale (282). Toutefois, les implications de cette incorporation pour la
réplïcation du virus restent à être élucidées.
Lors de la réplication du Vifi, Nef possède plusieurs fonctions pouvant
expliquer son rôle dans la pathogenèse du VIH. Premièrement, Nef diminue
l’expression de surface du récepteur CD4 en accélérant l’endocytose de la molécule
par le recrutement de la machinerie cellulaire utilisant les molécules adaptatrices de
clathrine et en ciblant subséquemment CD4 au niveau des lysosomes où la molécule
sera dégradée (5, 189, 219, 403, 404). 11 est maintenant bien établi que la diminution
de l’expression de surface de CD4 contribue à la relâche de particules virales
infectieuses en prévenant la rétention des particules bourgeonnantes à la surface de la
cellule infectée et en permettant à l’Env d’être incorporée efficacement lors du
bourgeonnement (11, 104, 291, 437). Ensuite, Nef régule sélectivement l’expression
de certains allèles du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) ce
qui permet d’échapper efficacement à la réponse immunitaire (100, 101, 469, 549).
De plus, Nef contribue à la signalisation et à l’activation cellulaire (483). À cet effet,
Nef contient un domaine de liaison pour les domaines SH3 (Src homlogy region) ce
qui lui permet d’interagir avec une variété de kinases cellulaires modifiant ainsi leur
activité (151, 337). Par ailleurs, il semblerait que la localisation de Nef au niveau des
radeaux lipidiques contribuerait à l’effet de Nef sur l’activation cellulaire (536).
Finalement, Nef contribue à l’infectivité virale (88). Cet effet de Nef sur l’infectivité
du VIII est non seulement attribuable, comme nous l’avons mentionné, à son effet sur
l’expression de surface de CD4, mais de manière indépendante, à l’augmentation de
l’efficacité de la synthèse de l’ADN proviral induite par Nef (6, 87, 468). Par
ailleurs, des travaux récents ont suggéré que Nef augmente l’infectivité virale en
accroissant la synthèse et le transport du cholestérol au niveau des radeaux lipidiques
(574, 575). Donc, globalement, Nef contribue à la pathogenèse virale en modifiant
l’environnement cellulaire de l’hôte afin d’optimiser la réplication du virus.
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10. Vpu
10.1 Expression et structure
Vpu, contrairement aux autres protéines accessoires, est unique au VIH-1 et à
quelques isolats simiens dont le SWc (99, 250, 347, 505). Dernièrement, la présence
d’un cadre de lecture ouvert codant pour Vpu a pu également être mis en évidence
chez d’autres espèces simiennes (20, 106). Le VIII-2 ainsi que la plupart des virus de
l’immunodéficience simienne ne possède pas de protéine analogue à Vpu (224, 250).
Le gène codant pour Vpu est situé dans la région centrale du génome du VIH
et chevauche partiellement l’extrémité 5’ du gène de l’env (99). En fait, Vpu et Env
sont exprimés de manière Rev-dépendante à partir du même ARNm bicistronique où
l’env est traduite suite à la non-reconnaissance du codon d’initiation de vpu par les
ribosomes (12, 471, 472). Ainsi, cet arrangement inhabituel du transcrit permet
l’expression simultanée de Vpu et du précurseur gpl6O de l’Env reflétant
probablement la nécessité d’une action concertée des deux protéines lors du cycle de
réplication du virus. Quelques isolats du VIH possèdent des mutations ponctuelles au
niveau du codon d’initiation de vpu et ce, malgré que le gène de vpu demeure intact
(99). L’élimination du codon d’initiation de vpu entraîne une augmentation de
l’expression du gène de l’env situé en aval (498). Donc, il est possible que le VIII
utilise ce mécanisme afin de réguler l’expression relative de Vpu et Env dans la
cellule infectée.
Vpu est une protéine transmembranaire de type I composée de 81 acides
aminés (16 kDa) et qui est capable d’homoligomérisation (330, 504, 505). La
protéine est constituée d’un domaine N-terminal hydrophobe permettant son ancrage
aux membranes et d’un domaine C-terminal cytoplasmique hydrophile (330). Étant
donné qu’ il s’agit d’une protéine membranaire, la résolution exacte de la structure
représente un défi technique assez important. Des études de résonance magnétique
nucléaire (NMR) ont permis d’établir que la structure tridimensionnelle de Vpu
comporte 3 hélices x reliées entre elles par des boucles (160, 236, 554, 555).
L’hélice 1 située en N-terminal permet l’insertion de la protéine aux membranes.
L’inclinaison de l’insertion serait d’environ 33° par rapport à la bicouche lipidique
(555). Le domaine cytoplasmique comporte deux hélices (l’hélice 2 composée des
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résidus 37-5 1 et l’hélice 3, des résidus 57-72) qui sont séparées par une région
charnière flexible comportant les deux sites de phophorylation de la protéine en
position 52 et 56 (Fig. 8)(160, 464). Quoique de nombreux progrès aient été réalisés
concernant l’élucidation de la structure de Vpu, à présent on ne sait toujours pas
comment les deux hélices cytoplasmiques sont orientées. En effet, malgré que les
études de NMR suggèrent une orientation parallèle à la membrane pour la première
hélice, nous ne savons toujours pas comment les deux hélices interagissent l’une par
rapport à l’autre. Toutefois, certaines études ont suggéré que la phophorylation de la
protéine pourrait éventuellement affecter la flexibilité de la région charnière et ainsi
permettre le repliement de l’hélice 3 sur l’hélice 2 (236). Ainsi, de manière analogue
à Nef, il est possible que le domaine cytoplasmique de Vpu adopte différente
conformation selon le partenaire cellulaire à recruter ou encore, la fonction à
accomplir.
Vpu est retrouvée en association avec les membranes des cellules infectées et
n’a pu être détectée dans les surnageants de culture ce qui suggère que Vpu n’est pas
incorporée à la particule virale (504). Dans la cellule, des analyses
d’immunohistochimie ont permis d’établir que Vpu se localise de façon prédominante
en périphérie nucléaire au niveau du réticulum endoplasmique. Toutefois, certaines
évidences semblent suggérées que la protéine pourrait également se retrouvée à la
surface de la cellule. Cependant, ces études sont à considérer avec une certaine réserve
puisque dans le premier cas, Vpu n’a pu être détecté à la surface que lorsqu’en fusion
avec le domaine extracellulaire de CD4 ne permettant pas de déterminer la
contribution de CD4 dans le ciblage de Vpu à la membrane (418). Par ailleurs, dans la
deuxième étude, c’est un mutant de Vpu qui fût détecté à la surface par co
immunoprécipitation avec CD4 soulevant la possibilité que CD4 soit responsable de
cette localisation en surface de Vpu (41). Toutefois, comme nous le verrons, la




Figure 8. Modèle hypothétique de la structure de Vpu. Vpu est une
protéine transmembranaire de 81 acides aminés. La protéine est constitué
d’un domaine N-terminal responsable de son ancrage à la membrane
(Vpu) et de deux hélices-Œ cytoplasmiques hydrophiles (VpucyTo).
L’hélice 2 et l’hélice 3 sont séparées par une région charnière flexible
comportant les deux sites de phosphorylation de la protéine situés







Vpu possède deux activités biologiques principales impliquant deux régions
distinctes de la protéine (461). Tout d’abord, Vpu facilite la relâche des particules
virales de la cellule infectée (505, 513). Ensuite, Vpu induit la dégradation du
récepteur CD4 et possiblement des molécules du CMH-I au niveau du réticulum
endoplasmique (267, 547). Outre ces deux fonctions de Vpu, il a par ailleurs été
démontré que l’expression de la protéine entraînait une diminution de la formation des
syncytia. Finalement, l’expression de Vpu est également associée à l’induction de
l’apoptose des cellules infectées. Les sections qui suivent reprennent en détails les
diverses fonctions de la protéine Vpu.
10.2.1 Dégradation du récepteur CD4
L’induction de la dégradation du récepteur CD4 au niveau du RE représente
la fonction de Vpu la mieux caractérisée. Au cours des étapes tardives de la
réplication virale, le précurseur gpl6O, du à son affinité élevée pour le récepteur,
retient les molécules de CD4 néosynthétisées au niveau du RE. La rétention de CD4
au niveau du RE est probablement la conséquence indirecte du transport inefficace de
la gpl6O (544). Ce phénomène prend davantage d’importance tardivement au cours
de l’infection au moment où la glycoprotéine gpl6O est exprimée à de très hauts
niveaux. Les complexes gpl6O-CD4 ainsi formés non seulement préviennent
l’expression de surface de CD4 mais bloquent la maturation et le transport de la
gpl6O (108, 253, 266, 499). Toutefois, en présence de Vpu, il se produit une
dissociation de l’Env du complexe CD4IEnv accompagnée d’une diminution rapide
de l’expression de CD4 détectable dans la cellule (272, 546, 547). Ainsi, Vpu régule
la demie-vie du récepteur CD4 dans le RE en induisant la dégradation spécifique de
CD4 ce qui libère la gpl6O qui sera transportée plus efficacement vers le Golgi. II est
nécessaire que CD4 soit retenu dans le RE afin que la dégradation puisse se produire.
Lors de l’infection, cette rétention est généralement obtenue grâce à la présence de
l’Env. Toutefois, in vitro, il est tout de même possible d’étudier la dégradation de
CD4 induite par Vpu pour autant que CD4 soit retenu artificiellement dans le RE soit
par la présence de signaux de rétention au RE ou encore en traitant les cellules avec
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de la Brefeldin A (BFA), un métabolite fongique bloquant le transport des protéines
du RE vers le Golgi (303, 546).
L’induction de la dégradation de CD4 est un processus multiphasique initié
par l’interaction directe de Vpu avec la queue cytoplasmique de CD4. Des études de
mutagenèse ont permis de démontrer que la région entourant les résidus 418 à 425 de
CD4 ainsi que la préservation d’une structure en hélice Œ de cette région étaient
nécessaires afin que Vpu puisse se lier à CD4 (43, 303, 545, 561). D’ailleurs, le
transfert des acides aminés 403 à 420 de la région proximale à la membrane de CD4
à la queue cytoplasmique de CD8 est suffisant pour induire la dégradation de ce
récepteur qui normalement n’est pas susceptible à l’effet de Vpu (545).
Des études de mutagenèse de Vpu ont permis d’établir que l’intégrité de la
première hélice cytoplasmique de Vpu doit être préservée afin que Vpu puisse
s’associer à CD4 (340, 517). De plus, l’interaction de Vpu avec la queue
cytoplasmique de CD4 est absolument requise mais non suffisante afin que Vpu
puisse induire la dégradation du récepteur (43). À cet effet, ces études ont permis
d’identifier des mutants de Vpu pouvant toujours s’associer à CD4 mais incapable
d’initier sa dégradation. Plus encore, la phosphorylation des résidus Sérines 52 et 56
quoiqu’essentielle à la dégradation de CD4, ne semble pas requise pour l’association
de Vpu à CD4 (43, 174). D’ailleurs, Margottin et aï. ont démontré que Vpu ciblait
CD4 vers la machinerie de l’ubiquitine-protéasome due à une interaction directe des
phosphosérines de Vpu avec f3-TrCP, une protéine faisant partie du complexe
ubiquitine ligase E3 (341). Ces résultats combinés avec les résultats des études
utilisant des inhibiteurs du protéasome démontrent clairement que Vpu, pour induire
la dégradation de CD4, sert de pont en se liant tout d’abord à CD4 pour ensuite
recruter la machinerie de l’ubiquitine-protéasome (176, 460). Des analyses de
comparaison de séquences ont permis de mettre en lumière un motif consensus
présent chez d’autres protéines dont la 13-caténine et Ild3Œ dont la phosphorylation
des Sérines est nécessaire au recrutement de 13-TrCP (292). Cependant, contrairement
à ces protéines, Vpu n’est pas dégradé suite au recrutement de la machinerie de
dégradation de CD4. Toutefois, des études supplémentaires seront requises afin de
déterminer si l’interaction de Vpu avec CD4 et le recrutement subséquent de la
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machinerie du protéasome sont suffisant pour induire la dégradation de CD4 ou
encore pour déterminer le mécanisme précis par lequel CD4 est dégradé, à savoir par
exemple si la dégradation de CD4 nécessite une translocation du récepteur du RE
vers le cytoplasme. Par ailleurs, vu la similitude du motif de phosphorylation de Vpu
et de Ild3Œ, il est possible que la kinase de Iid3 soit également responsable de la
phophorylation de Vpu. Toutefois, ceci reste à vérifier.
10.2.2 Augmentation de la relâche de particules virales
Une des premières activités biologiques associées à l’expression de Vpu fût
l’augmentation de la relâche des particules virales de la cellule infectée (505, 513).
Phénotypiquement, l’absence de relâche se manifeste par le bourgeonnement de
particules virales au niveau des membranes internes ainsi que par une augmentation
des virions toujours associées à la cellule. De plus, en absence de Vpu, non
seulement une grande proportion des particules virales se retrouvent toujours en
association avec la cellule infectée mais on retrouve également des différences
significatives de taille et de morphologie résultant quelques fois en la formation de
particules virales possédant plusieurs capsides (276, 562). Par conséquent, il
semblerait que Vpu facilite non seulement la relâche des particules virales mais
contribue à la morphogenèse virale. Toutefois, la fonction de relâche de Vpu n’est
pas dépendante de la maturation des virions puisque Vpu peut toujours augmenter la
relâche des particules et ce, que la protéase soit présente ou non (210).
Cette fonction de Vpu est médiée par la portion transmembranaire de la
protéine et il a été suggéré que cette fonction aurait lieu dans un compartiment post
RE (44, 395, 515). La relâche facilitée est indépendante de la présence de CD4 et de
l’Env (563). fi a également été démontré que Vpu pouvait induire l’augmentation de
la relâche de particule virale de Gag provenant de virus hétérologues tels que le virus
Visna et le virus de Moloney de la leucémie murine (M0MuLV) (210). Ainsi, il est
possible de croire que Vpu pourrait médier l’augmentation de la relâche de particule
virale en agissant soit sur un domaine de Gag commun aux divers rétrovirus ou
encore en modifiant une voie cellulaire permettant le ciblage plus efficace de Gag
aux membranes. Par ailleurs, le groupe de Panganiban a pu identifier une protéine
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cellulaire qui interagit non seulement avec Vpu, mais également avec Gag (UBP:
Vpu-binding protein) (60). Leur étude démontre qu’en présence de Vpu, la liaison de
Gag à UBP est diminuée (60). De plus, des analyses d’histoimmunochimie ont
montrées que la co-expression de Vpu entraîne une redistribution de Gag et UBP à la
membrane plasmique (226). D’autre part, il apparaît que la région N-terminal de Gag
contenant les domaines d’attachement aux membranes de Gag soit nécessaire à l’effet
de Vpu. De plus, il semblerait qu’en présence de Vpu, le ciblage membranaire d’une
fusion GFP-MA soit augmenté (124). Donc, il serait intéressant de déterminer si
UBP interagit avec les molécules de Gag des autres rétrovirus et d’identifier les
domaines de Gag nécessaires à cette interaction afin d’identifier un domaine
structural de Gag qui serait communs aux divers rétrovirus les rendant ainsi sensibles
à l’effet de Vpu.
Vu les nombreuses activités biologiques de Vpu, il est tout de même
surprenant que cette protéine soit quasi-unique au VIII-1 et ce, d’autant plus que Vpu
a la possibilité de faciliter la relâche de Gag de virus hétérologues n’ exprimant pas
Vpu (210). Donc, des études concernant l’efficacité de la relâche des particules
virales du VIII-2, ont permis d’établir que l’Env du VIII-2 posséderait une fonction
analogue à la fonction de relâche de Vpu (42, 44, 429). Par ailleurs, les déterminants
précis responsables de cette fonction restent à être identifiés.
10.2.3 Vpu un canal ionique?
Vpu possède des homologies structurales avec la protéine M2 du virus de
l’influenza; toutes deux sont des phosphoprotéines membranaires capables
d’oligomérisation (244, 330, 504). Vu la fonction de canal ionique de M2, il a été
proposé que Vpu pouvait également s’associer pour former un canal ionique (148,
245, 463 ). Tout d’abord, la protéine Vpu recombinante (exprimée dans E. cou)
lorsqu’incorporée dans une bicouche lipidique peut produire un canal ionique dont la
conductance varie entre 15 et 280pS. La spécificité de ce canal ionique est
légèrement plus prononcée (environs 5X) pour les ions Na que pour les Cï (148).
De plus, la même sélectivité pour les cations a été obtenu lorsque Vpu est exprimé
dans les oocytes de grenouilles (463). Par ailleurs, selon ces mêmes auteurs, il semble
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y avoir une corrélation entre la capacité de Vpu à faciliter l’augmentation de la
relâche de particules virales et l’induction d’un courant dans les oocytes puisqu’un
mutant de Vpu dont le phénotype de relâche est affecté due à la séquence de sa
région transmembranaire qui a été randomisée perd également sa capacité à induire
un courant dans les oocytes. Ainsi, la région transmembranaire de la protéine serait
responsable de la formation d’un canal ionique. À cet effet, Schubert et aï. ont mis
en évidence qu’un peptide synthétique correspondant à la région transmembranaire
de la protéine pouvait également induire un courant et ce, contrairement au peptide
analogue dont la séquence est randomisée (463).
Toutefois, ces études ont été mises en doute par Coady et aï. (94) qui n’ont pu
observer cet effet de Vpu. Les auteurs proposent que les mesures de l’activité de
canal ionique associée à Vpu représenterait un courant non-spécifique lié à l’insertion
inadéquate de Vpu dans les membranes (521) ou encore serait le résultat de
l’induction d’une conductance de type HANC (< hyperpolarisation-activated non
specific cation current »). Ce type de courant est fréquemment observé chez les
oocytes de Xenopus et constitue une mesure non-spécifique et non attribuable à
l’expression de la protéine Vpu a proprement parlé. Par contre, ces auteurs ont tout
de même pu observer une variation de la conductance des ions K suggérant que Vpu
pourrait agir sur une voie de transport de ce canal ionique endogène.
Quoiqu’il en soit, nous ne connaissons toujours pas par quel mécanisme
l’activité de canal ionique de Vpu pourrait faciliter le détachement des particules
virales de la surface de la cellule ni comment cette fonction pourrait permettre le
reciblage des virions bourgeonnants au niveau des membranes internes vers la
membrane plasmique. Gonzalez et al. ont suggéré que Vpu pourrait agir sur la
relâche des particules virales de manière analogue à la protéine 6K du virus Semiiki
en formant des pores qui modifieraient la perméabilité des membranes (206, 207,
455). Néanmoins, des études supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer si
vraiment Vpu possède une fonction de canal ionique afin de mieux comprendre les
mécanismes de la relâche facilitée. De manière alternative, il serait également
intéressant de déterminer si Vpu permet la relâche facilitée en agissant, comme il a
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été suggéré, sur le transport d’une protéine qui, quant à elle, posséderait l’activité de
canal ionique.
10.2.4 Effets cytopathiques sur la cellule
10.2.4.1 Formation de syncytium
In vitro, la présence de cellules multinuclées constitue la caractéristique
phénotypique des souches SI. Quoique facilement observées in vitro, il apparaît
relativement difficile d’observer ces cellules in vivo. En effet, in vivo, ce type de
cellules est non seulement plutôt rare mais généralement de taille beaucoup moins
importante que ce qui est observé in vitro. Les syncytia étant généralement très
fragiles, il est probable qu’il soit difficile de les observer in vivo due à leur lyse
prématurée avant qu’ils ne puissent atteindre une taille suffisamment grande pour être
observés facilement. Par ailleurs, la courte demie-vie des cellules infectées
complique l’observation de ce type d’effet cytopathique lié à l’infection par le VIH.
Jusqu’à ce qu’une étude utilisant des tissus lymphoïdes mette en évidence que les
lymphocytes infectés pouvaient fusionner résultant en la formation de syncytia
possédant jusqu’à cinq noyaux (380), l’origine exacte de ces cellules multinuclées
était incertaine. fi avait été suggéré que les cellules Warthin-Finkeldey communes
aux hyperplasies ganglionnaires observées chez les patients infectés pouvait
représenter l’équivalent in vivo de ce qui était observé in vitro (381). fi s’est avéré
que ce n’était pas le cas. À cet effet, l’étude de Orenstein constitue une des premières
évidences montrant que les cellules multinuclées originent de la fusion de
lymphocytes infectés par le VIH i.e. positifs pour l’expression de la p24 par
immunohistochimie suggérant ainsi une implication directe de l’infection virale dans
la formation de syncytia.
En présence de Vpu, on observe une diminution importante de la formation
des syncytia ainsi qu’un retard de l’apparition des effets cytopathiques. il semblerait
que ce phénomène soit une conséquence du faible niveau d’Env exprimé à la surface
de la cellule due à la relâche facilitée des virions en présence de Vpu (252). Outre la
relâche facilitée, il est également possible que conséquemment à l’élimination du
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codon d’initiation de vpu, l’augmentation de l’expression du gène de l’env puisse
également faciliter la formation de syncytium (498). Donc, il est envisageable que le
Vifi, par l’expression de Vpu, régule les niveaux d’Env disponibles réduisant ainsi
les effets cytopathiques liées à l’infection ce qui retarde la mort cellulaire et favorise
par conséquent la propagation virale. Par ailleurs, une réduction de l’expression de
l’Env permet également à la cellule infectée d’échapper efficacement à la réponse
immunitaire.
10.2.4.2 Induction de I’apoptose
L’infection par le VIN entraîne une destruction massive des lymphocytes T
CD4 (159). Plusieurs mécanismes ont été proposés afin d’expliquer l’éradication de
ces cellules dont 1’ apoptose. À cet effet, le laboratoire du Dr Finkel a mis en évidence
que l’expression de Vpu augmentait la susceptibilité des cellules infectées à
l’induction de l’apoptose par Fas (70, 419). D’un point de vue mécanistique, il
semblerait que Vpu prévienne l’activation de NF-içB en interférant avec la dégradation
de IicB induite par f3-TrCP (40). Afin que NF-id3 puisse être actif, IwE doit être
dégradé pour ainsi permettre l’exposition du signal de localisation nucléaire de NF-icB
(121). Vpu, afin d’induire la dégradation de CD4, détourne f3-TrCP ce qui par
conséquent empêche la dégradation de Iid3 et ce, d’autant plus que Vpu reste stable
lors du recrutement de f3-TrCP. Donc, Vpu en empêchant la translocation nucléaire de
NF-wB se trouve à inhiber l’expression des facteurs anti-apoptotiques tel Bcl-xL (7).
10.2.5 Vpu et la pathogenèse associée au VIH-1
Malgré que l’expression de Vpu ne soit pas requise pour la réplication du virus
in vitro, il apparaît de plus en plus évident que Vpu, de par ses fonctions de relâche et
de dégradation, contribue à la pathogenèse in vivo. Tout d’abord, des analyses
sérologiques ont permis de démontrer que la séroprévalence des anticorps dirigés
contre Vpu augmentait au fur et à mesure que les individus infectés progressaient
vers la maladie suggérant que l’expression de la protéine est conservée in vivo et joue
probablement un rôle dans la pathogenèse virale et dans le développement de la
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maladie (427). Ensuite, il a été démontré que des macaques infectés avec un virus
chimère de l’immunodéficience humaine et simienne (SHW) défectif pour l’expression
de Vpu avaient une charge virale nettement inférieure qu’en présence de Vpu et que
ces virus étaient moins pathogènes (316, 498). Par ailleurs, l’acquisition de la
pathogénicité d’une souche initialement non-pathogénique (SHW-4) est associée avec
un rétablissement rapide de la fonctionnalité de Vpu (324, 348). De plus, des résultats
non publiés ont permis de confirmer davantage l’importance de la dégradation de CD4
dans l’infection par le VIN. En effet, en utilisant le modèle SHW, Griffin et al. ont
démontré que la progression de la maladie était significativement retardée lorsque les
sites de phosphorylation 52 et 56 étaient mutés. Donc, in vivo, il semblerait que les
fonctions de relâche et de dégradation du récepteur CD4 soit requise afin que Vpu
puisse contribuer de manière optimale à la pathogenèse virale ainsi qu’au
développement de la maladie.
11. Problématique et objectifs
Vpu possède au moins deux principales activités biologiques soient
l’induction de la dégradation du récepteur CD4 au niveau du réticulum
endoplasmique et l’augmentation de la relâche de particules virales (504, 513, 546).
La dégradation de CD4 se produit au niveau du réticulum endoplasmique où Vpu se
lie à la queue cytoplasmique de CD4 permettant le recrutement de 13-TrCP qui via
son interaction avec Skpl-p dirigera CD4 vers la dégradation impliquant la voie
ubiquitine-protéasome (341). Cette fonction de Vpu est médiée par des déterminants
de la portion cytoplasmique de la protéine et est dépendante de la phosphorylation
des sérines situées en position 52/56 (174, 466). Lors de l’infection par le VIII-1,
plusieurs protéines virales, dont Nef, Env et Vpu, entraînent une diminution
importante de l’expression de surface du récepteur viral CD4 (82). De récentes études
ont permis de mettre en évidence que la diminution de l’expression de CD4 médiée
par Vpu et/ou Nef joue un rôle dans la réplication virale permettant de croire que
l’expression de CD4 pourrait être un important régulateur de la pathogénèse associée
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au VIN-1 (41, 104, 291, 437). Toutefois, le mécanisme par lequel la modulation
négative du récepteur CD4 et spécifiquement comment Vpu contribuerait à la
pathogenèse virale demeure encore mal défini. Ainsi, un des objectifs des travaux de
ma thèse est de mieux comprendre le rôle de la dégradation du récepteur CD4 médiée
par Vpu dans le cycle de réplication du VIH-l et d’élucider par quel mécanisme la
dégradation du récepteur CD4 contribue à la pathogenèse virale.
Quant à la fonction de relâche, elle est médiée par la portion
transmembranaire de la protéine et il a été suggéré que cette fonction aurait lieu dans
un compartiment post-ER (466). Cette fonction de Vpu est indépendante de la
présence de CD4 et de Env (563). fi a également été démontré que Vpu pouvait
induire l’augmentation de la relâche de particule virale de Gag provenant de virus
hétérologues tels que le virus Visna et le virus de Moloney de la leucémie murine
(MoMuLV) (210). Ainsi, il est possible de croire que Vpu pourrait médier
l’augmentation de la relâche de particule virale en agissant soit sur un domaine de
Gag commun aux divers rétrovirus ou encore en modifiant une voie cellulaire
permettant le ciblage plus efficace de Gag aux membranes. Par ailleurs, des études de
microscopie électronique ont démontrés qu’en absence de Vpu, les particules virales
présentaient des morphologies aberrantes. En effet, dans ces conditions, une grande
proportion des particules virales se retrouvent toujours en association avec la cellule
et montrent des différences significatives de taille et de morphologie résultant
quelques fois en la formation de particules virales possédant plusieurs capsides (276,
562). Quoique les mécanismes de la dégradation de CD4 médiée par Vpu lors de
l’infection par la VIH-l soient mieux compris, les mécanismes sous-jacents
l’augmentation de la relâche de particule virale restent à être élucidés. Dans la
deuxième partie de mes travaux, nous nous sommes surtout intéressés à la seconde
fonction de Vpu soit l’augmentation de la relâche. Ainsi, le principal objectif de cette
partie de mes travaux est d’étudier le rôle de Vpu dans la morphogenèse virale et de
mieux comprendre son importance dans le processus de relâche de particules virales
à partir de la cellule infectée.
Finalement, la dernière partie de mes travaux porte de manière indépendante
sur la molécule CD4. La molécule CD4 est une glycoprotéine d’environ 58 KDa
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exprimée principalement à la surface des thymocytes, des lymphocytes T auxiliaires,
des macrophages, des monocytes et des cellules de Langherans. Cette protéine
transmembranaire est composée de 4 domaines extracellulaires (Dl à D4) présentant
une homologie avec la superfamille des immunoglobulines, dune région
transmembranaire et d’une courte queue intracytoplasmique (45). La structure
cristallographique de Dl à D4 de la molécule prédit un site d’homodimérisation situé
en D4 (556). Outre ses fonctions lors de lors de la réponse immunitaire, CD4 a été
identifié comme étant un des récepteurs du virus de l’immunodéficience humaine
(Vll{-l) (112, 275, 352). Récemment, des travaux ont permis de démonter que la
molécule CD4 existait in vivo sous forme dimérique. Toutefois, les régions de CD4
nécessaire à cette dimérisation ainsi que son rôle dans la réplication du VN- 1 ne sont
pas connus. Ainsi, l’objectif principal de cette partie de mes travaux est d’identifier
les composantes minimales responsables de la multimérisation de CD4 et d’en définir
les impacts fonctionnels lors de l’infection par le VIN-l.
Ainsi, les 3 principaux objectifs des travaux de ma thèse sont i) comprendre le
rôle de la dégradation du récepteur CD4 médiée par Vpu dans le cycle de réplication
du VIN-l, ii) étudier le rôle de Vpu dans la morphogenèse virale et son importance
dans le processus de relâche facilitée des particules virales et finalement, iii) étudier






Les cellules utilisées proviennent soit de American Type Culture Collection
(293T, Jurkat, COS-7) ou du Nll{ AIDS Research and Reference Program (Hela
CD4-LTR-3-gal, M14, lG5, A2.01). Les cellules adhérentes sont cultivées dans du
milieu Dullbecco’s Eagle modifié (DMEM) et les cellules en suspension sont
cultivées dans du RPMI (Invitrogen, Carlsbad, CA). Ces milieux sont complémentés
par l’ajout de 10% de sérum de foetus de veau (SFV) et 1% d’antibiotiques
(pénicilline et streptomycine). Toutes les cellules sont incubées à 37 °C sous une
atmosphère humidifiée contenant 5% de C02. Les solutions ayant servis à la culture
cellulaire, aux transfections et aux infections sont stérilisées soit par filtration sur une
membrane de 0,2 micron ou par autoclavage. Les cellules sont congelées dans l’azote
liquide dans du milieu (RPMI ou DMEM) contenant 20% SFV, 10% DMSO et 1%
d’antibiotiques.
1.1.1 Lignées cellulaires adhérentes
Les cellules 293T sont des cellules fibroblastiques de rein humain ayant été
transformées par l’antigène grand T du virus SV4O et la protéine Ela de l’adénovirus
de type 5 (138, 215). La présence de l’antigène grand T dans ces cellules favorise la
réplication des plasmides possédant l’origine de réplication de SV4O ce qui, par
conséquent, permet d’atteindre de très haut niveaux d’expression des protéines
d’intérêt.
Les cellules CO$-7 sont des cellules dérivées de la lignée cellulaire simienne
CV-l ayant été transformées par un virus SV40 possédant une origine de réplication
défective mais codant pour l’antigène grand T (200).
Les cellules Hela-CD4-LTR-3-ga1 (271) ont été générées à partir des cellules
Hela qui sont des cellules épithéliales provenant d’un carcinome cervical humain (37,
260). Cette lignée cellulaire exprime la molécule CD4 et contient une copie intégrée
du gène de la 3-galactosidase sous contrôle du LTR du VIH-1. Ces cellules seront
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utilisées principalement afin de mesurer l’infectivité des virus produits dans
différents types cellulaires.
1.1.2 Lignées cellulaires en suspension
Les cellules MT4 sont des cellules de type lymphocytaire exprimant la
molécule CD4. fi s’agit d’une lignée cellulaire transformée par HTLV-1 (human T
ceil leukemia virus type 1) (227).
Les lignées cellulaires Jurkat (Jurkat CD4, Jurkat low-CD4 et Jurkat high
CD4) sont également des lignées de type lymphocytaire. Toutefois, les niveaux de
CD4 exprimés à leur surface varient; les Jurkat CD4 n’exprimant pas CD4. Les
cellules Jurkat CD4 et les cellules Jurkat high-CD4 sont cultivées dans du
RPMI+l0% SFV contenant respectivement, de la généticine (500JlgIml) ou de la
généticine (500ig/ml) et de la zéocine (50ig/ml) (Invitrogen), tel que décrit dans une
publication de Cortes et aÏ. (104).
La lignée cellulaire CD4 lG5 est dérivée des cellules Jurkat T et exprime le
gène rapporteur de la luciférase sous le contrôle du LTR du VIII-l (LTR) (4). Ces
cellules seront utilisées principalement afin de mesurer l’infectivité des virus produits
par transfection et récoltés dans les sumageants de culture.
Les cellules A2.0l sont des cellules lymphocytaires humaines n’exprimant
pas la molécule CD4. Ces cellules ont été obtenus par dilution limites de la lignée
A3.01 dérivée de la lignée T CEM (166). La lignée MA15 qui exprime la molécule
CD4 de type sauvage ainsi que les lignées exprimant les mutants de CD4 (K318E,
N358R et Q344E) ont été générées par transfection stable de la lignée A2.01, tel que
décrit (358). Ces lignées ont été obtenues du laboratoire du Dr R.P. Sékaly de
l’Université de Montréal.
1.1.3 Cellules primaires
Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC5) ont été isolées de
volontaires sains par centrifugation sur gradient de Ficoll-Paque tel que recommandé
par le manufacturier (Amersham Biosciences, Baie d’Uffé, Québec) et lavées avec du
PB$ afin de bien éliminer les plaquettes. Ensuite, dans le but d’activer les
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lymphocytes, les cellules ont été mises en culture en présence de
phytohémagglutinine (PHA, Sjiglml) pour une période de 72 heures. Suite à cette
activation, les cellules ont été lavées avec du milieu complet afin d’éliminer les
lectines résiduelles pour ensuite être cultivées dans du milieu RPMI+l0%SFV
additionné de 20 U/ml d’interleukine-2 (rIL-2; Roche Applied Science, Laval,
Québec).
1.2 Transfections
1.2.1 Précipité de phosphate de calcium
La méthode de transfection par précipité de phosphate de calcium a été
décrite par Chen et aÏ. (83) et est utilisée pour les cellules adhérentes. Vingt-quatre
heures avant la transfection, les cellules sont comptées et un ou cinq millions de
cellules sont respectivement ensemencées dans des pétris de lOOmm ou de l5Omm de
diamètre. Pour les études de microscopie électronique, 2* 104 cellules sont
ensemencées sur des lamelles de verre de 1 cm de diamètre. Généralement, entre 0,5
et 20 tg d’ADN total sont transfectés selon les expériences. Les cellules ou les
sumageants de culture sont récoltées 48 heures post-transfection.
1.2.2 DEAE-dextran
Les lignées lymphocytaires sont transfectées par la méthode de DEAE
dextran (319). Les cellules sont centrifugées à 800rpm pendant 5 minutes (rotor
Heraeus 6445, centrifugeuse Sorvall Legend T, Mandel Scientifics Canada Inc.,
Guelph, Ontario) et lavées avec du milieu DMEM sans sérum puis resuspendues à
une densité de 106 cellules/ml dans du milieu DMEM sans sérum. Dix millions de
cellules, soit 1 ml de la suspension, est alors ajouté à 2 ml d’une solution contenant
l0jig de l’ADN proviral à transfecter et lSOjil de DEAE-dextran stérile (Smg/ml
dans du Tris 1M à pH 7,4). Les cellules sont alors incubées pendant 1 heure à 37°C
dans un incubateur à C02. Suite à cette incubation, les cellules sont lavées une
première fois dans du milieu DMEM complet pour être finalement resuspendues dans
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lOmi de milieu RPMI complet. Les surnageants des cellules sont récoltés à
l’apparition des syncytia soit environ 48 heures après la transfection.
1.3 Analyse de cytométrie en flux
Marquage de suiface de la cellule. Les lignées Jurkat T ou les cellules 293T
transfectées ont été lavées et récoltées dans du PBS contenant 5% SFV et incubées
dans du PBS 5% SFV avec l’anticorps monoclonal anti-CD4 OKT4. Après
30 minutes à 4 °C, les cellules ont été lavées 2 fois pour ensuite être incubées dans du
PBS 5% SFV pour une période de 30 minutes supplémentaires à 4°C avec l’anticorps
secondaire, un anti-souris conjugué à la fluorescéine-isothiocyanate (FITC) (BD
Biosciences, Mississauga, Ontario). Les cellules ont ensuite été lavées et analysées
par cytométrie en flux sur un appareil FACSCalibur® cytometer (BD Biosciences).
Comme témoin négatif, des cellules ont seulement été marquées avec l’anti-souris
conjugué au FITC.
1.4 Microscopie électronique par balayage
Les cellules 293T ensemencées sur des lamelles de verre sont transfectées
avec 0,5tg des constructions provirales HxBHl0-vpu, HxBH1O-vpu, HxBH1O-
vpu52156, HxBHl0-vpu’6. 48 heures post-transfection, les cellules sont lavées deux
fois délicatement avec du PBS afin d’éliminer les protéines de sérum puis fixées
pendant une heure à température ambiante avec une solution de 5% de
glutaraldéhyde faite dans une solution saline 0,1M (pH 7,2) (28mM NaH2PO4, 72mM
Na2HPO4). Les échantillons sont ensuite traités pour l’observation au microscope
électronique: les échantillons sont post-fixés dans une solution de tétroxide
d’osmium 1%, graduellement déshydratés dans l’éthanol puis séchés avec du C02
dans un appareil Balzers CPD 030 critical point dryer (Technotrade International,
Manchester, NH). Les échantillons sont alors pulvérisés d’or dans un appareil Baltec
MED 020 coating system (Technotrade International, Manchester, NH) puis
examinés par microscopie à balayage sur un appareil Jeol 6300F (Jeol USA,
Peobody, MA) à une puissance variant entre 5 et 15 kV.
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2. Génie génétique
Toutes les méthodes utilisées lors des clonages et de l’amplification
plasmidique sont tirées de protocoles issus des manuels Molecular Cloning: A
Laboratory Manual et Current Protocols in Molecular Biology (14, 450).
Généralement, les digestions enzymatiques de l’ADN sont faites à 37°C
pendant 1 heure selon les recommandations du manufacturier (New England Biolabs,
Beverly, CA). L’ADN digéré est ensuite déposé sur gel d’agarose 1% contenant du
bromure d’éthidium puis visualisé par une exposition aux ultraviolets (349). Les
fragments d’ADN ainsi séparés sont récupérés, purifiés puis religués dans un vecteur
digéré avec les mêmes enzymes de restriction en utilisant la ligase de l’ADN du
phage T4 (New England Biolabs). Les constructions obtenues sont alors transformées
par choc thermique dans des bactéries compétentes (AG-1) puis sélectionnées par
ensemencement sur milieu LB agar contenant de l’ampicilline afin d’isoler un clone.
Le criblage des clones positifs est effectué par digestion enzymatique. Les colonies
isolées possédant le clone voulu sont alors amplifiées dans un bouillon de culture
contenant de l’ampicilline et l’ADN extrait de ces bactéries par la méthode de lyse
alcaline. L’ADN est purifié par une centrifugation à l’équilibre sur gradient de
chlorure de césium.
3. Plasmides et vecteurs d’expression
3.1 Expresseurs de CD4
Les constructions plasmidiques SVCMV-CD4, SVCMVCD4c42o2\ et
SVCMV-CD4A32 ont été décrites précédemment (29, 517, 561). La construction
SVCMV-CD4ACDR2 qui exprime un mutant du récepteur CD4 contient une délétion
de 7 acides aminés (position à 43-49) dans la région CDR2 du domaine Dl de la
molécule. L’expresseur a été généré en sous-clonant dans pGEM-7Zf (Promega,
Madison, WI) le fragment Hindffl-BamHI obtenu de la construction pMNC
CD4ACDR2 (165). Ensuite, le fragment XbaI-BarnHI de l’intermédiaire pGEM-7Zf-
CD4ACDR2 a été cloné en utilisant les sites XbaI-Bgffl du vecteur d’expression
SVCMVexPA afin de générer SVCMV-CD4XCDR2.
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3.2 Clones moléculaires de VIH-1
Les constructions provirales HxBH 1 O-vpu/vpuivpu52156/vpu’6ont été décrites
précédemment (174, 516). Le génotype de ces constructions est: 5’LTR-gag,pot,
vpr, tat, rev, vpu”, env, nef -LTR3. Le clone moléculaire infectieux
pNL4.3 a été obtenu du ADS Research and Reference Reagent Program (2). Ce
provirus encode tous les gènes accessoires du virus. La construction provirale
pNL4.3-nef a été décrite précédemment (217). Les constructions provirales
isogéniques pNL4.3-vpuhef’ ont été obtenues en remplaçant le fragment SalI
BamHI (respectivement, nucléotides en position 5 785 et 8 465, +1= site d’initiation
de la transcription) des provirus pNL4.3-nef’ par les fragments SalI-BarnHI
correspondants des constructions HxBH 1 O-vpu’.
3.3 Autres vecteurs d’expression
Le plasmide contrôle utilisé tout au long des expériences est le vecteur
d’expression SVCMVexPA. Ce vecteur ainsi que l’expresseur de la glycoprotéine de
l’enveloppe G du virus de la stomatite vésiculaire (SVCMV-VSV-G) a été décrit
précédemment (564). L’expresseur de la tyrosine kinase 56Ick (SVCMV- ps6lck) a
été généré en sous-clonant le fragment SacI de la construction pGEMEX-l-hp56
(obtenu du laboratoire du Dr R.P. Sékaly, Université de Montréal) en utilisant le
même site du vecteur d’expression SVCMVexPA. La construction a été réalisée par
le Dr Xiao-Jian Yao.
4. Virologie
4.1 Productions virales
Les virus HXBH1O-vpu/vpu, pNL4.3 et les virus pseudotypés avec VSV-G
ont été produits en transfectant 5x106 cellules 293T avec 5jig d’ADN des
constructions provirales ou, dans le cas des virus pseudotypés, avec 10ig d’ADN des
constructions provirales et l0tg de l’ADN de l’expresseur SVCMV-VSV-G par la
méthode du calcium-phosphate (564). 48 heures post-transfection, les virus relâchés
dans les sumageants et/ou les virus associés à la cellule sont récoltés.
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Afin de récupérer les virus qui sont toujours associés à la membrane
cellulaire, les cellules sont récupérées puis resuspendues dans 10 ml de milieu
DMEM. Les particules virales associées aux cellules 2931 transfectées sont
détachées par une série de trois vortex (Maxi Mix II 37 600; VWR International Ltd.,
Montréal, Québec) d’une durée de 5 secondes à intensité moyenne. Dans ces
conditions, la mortalité cellulaire est réduite au minimum tel que déterminé par un
compte cellulaire au bleu de trypan. Les surnageants contenant les particules virales
détachées de la cellule sont clarifiés. La densité des particules virales associées à la
cellule et des particules virales relâchées est déterminée par centrifugation à
l’équilibre sur gradient de sucrose et l’infectivité, mesurée par essai MAGI.
4.1.1 Coussin de sucrose
Quarante-huit heures post-transfection, les surnageants des cellules 293T
transfectées sont récoltés, clarifiés par centrifugation à 3 000 rpm pendant 30 minutes
et filtrés sur une membrane de 0,45 tm. Ensuite, les virus sont concentrés par
ultracentrifugation pendant 2 heures à 4°C sur un coussin de 20% sucrose à 45 000
rpm dans un rotor de type 7OTi rotor (Beckman instruments, Mississauga, Ontario).
La production virale est évaluée en mesurant l’activité de transcriptase inverse par un
essai standard (RT) dans une réaction de 50tl tel que décrit. Les virus utilisés pour
les infections sont resuspendus dans du milieu DMEM 20% SFV et les virus qui
serviront à l’analyse des protéines associées à la particule virale sont resuspendus
dans du tampon de lyse.
4.1.2 Gradient de sucrose
Quarante-huit heures post-transfection, les virus relâchés dans les surnageants
et les virus associés à la cellule sont récoltés et concentrés sur coussin de sucrose tel
que décrit dans la section 4.1.1. Les virus concentrés sont resuspendus dans 800p1 de
DMEM. La production virale est évaluée en mesurant l’activité de transcriptase
inverse par un essai RI. Des quantités similaires de virus sont alors déposées sur un
gradient de sucrose constitué de 14 fractions de PBS-sucrose dont les concentrations
s’échelonnent de 20 à 60% [poids/volume]. Suite à une centrifugation de 17 heures à
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35 000 rpm dans un rotor de type SW41Ti (Beckman instruments), 14 fractions de
800tl sont récupérées puis analysées par essai de RI et immunobuvardage contre la
p24 afin de déterminer la densité des particules virales. La densité de chacune des
fractions est évaluée en duplicata à l’aide d’un réfractomètre (Bausch & Lomb
Fischer Scientific Co., Montréal, Québec).
4.2 Essai de reverse transcriptase
Les essais de reverse transcriptase sont effectués sur 50tl de surnageants
viraux clarifiés. Ces surnageants sont ajoutés à SOjiJ d’un mélange réactionnel
contenant des détergents, des ions, une matrice ainsi que de la thymidine tritiée ([3H]-
déoxythimidine 5’-triphosphate) (ICN radiochemicals, frvine, CA). Le cocktail de
reverse transcriptase contient 5OmM Tris (pH7,9), 5m1V1 MgC12, l5OmM KC1,
0,5rnM EGTA, 0,05% Triton X-100, 2% éthylène glycol, 5mM dithithrétol (DTT),
3m1V1 gluthatione réduit (GSH), S0jig/ml de poly(rA)-Oligo(dT) et 20tCi de t3Hl-
dTTP. Après une incubation de 22 heures à 33 °C, les acides nucléiques sont
précipités pendant 2 heures sur la glace avec lml d’acide trichloroacétique (TCA)
10% froid. L’ADN double-brin ayant incorporé la thymidine tritiée est récupéré par
filtration. Les filtres sont lavés 2 fois avec du ICA 5% puis finalement avec de
l’éthanol 100%. Les filtres sont séchés puis déposés dans des vials contenant du
liquide à scintillation afin que la radioactivité incorporée puisse être mesurée à l’aide
d’un compteur Beta (Beckman LS 6000SC ; Beckman instruments).
4.3 Étude de réplication virale et infections
Les cellules MT4 (106) ou les PBMCs (3x106) ont été infectées avec une
quantité équivalente de virus (HxBH1O-vpu7vpu) telle que déterminée par la mesure
de l’activité RT (MT4: 2x105 cpm de RI; PBMC: 7.5x106 cpm de RI). Les lignées
cellulaires A2.01 exprimant de manière stable les mutants de dimérisation de CD4
(K31$E, N358R et Q344E) (3x106) ont été infectées avec des quantités similaires
(3x106 cpm de RT) de virus pNL4.3. Suivant une période d’adsorption de 4h, les
cellules ont été lavées avec du PBS et resuspendues dans lOml de RPMI+10% SFV.
À des intervalles de temps réguliers, les cellules sont récoltées par centrifugation et
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réensemencées dans du milieu frais à une concentration variant entre 106 et 5x105 de
cellules viables par ml. Les sumageants des cellules récoltées sont analysées pour la
présence de virus en effectuant un essai de RT tel que décrit précédemment (174).
Les lignées cellulaires T Jurkat (CD4 -, low-CD4 ou high-CD4) (3x106) ont
été infectées avec des quantités similaires de virus HxBH1O-vpu7vpu pseudotypés
avec VSV-G (3x107 cpm of RT). Suivant une période d’adsorption de 4h, les cellules
ont été lavées avec du PBS et resuspendues dans lOml de RPMI+10%SFV.
L’infectivité des virions relâchés dans le surnageant est analysée 48h post-infection.
4.4 Essais d’infectivité
Pour les essais d’infectivité, les cellules 293T (106) ont été soit transfectées
avec un contrôle négatif (Mock), soit transfectées avec 5ig d’ADN proviral
(HXBH10-vpu, HXBH1O-vpu, HxBH1O-vpu52156) et/ou co-transfectées avec 5tg
des expresseurs de CD4 (SVCMV-CD4, SVCMV-CD4A32 ou CD4-ACDR2). La
concentration des ADN transfectés est normalisée dans chaque échantillon par l’ajout
du plasmide contrôle SVCMVexPA. Les préparations virales de pNL4.3-vpu/nef’
sont obtenues en transfectant l0jig des ADN proviraux correspondant dans 2x106
cellules MT4 par la méthode du DEAE-dextran. Les surnageants des cultures sont
récoltés entre 48-72 après la transfection. L’infectivité des virus présents dans les
sumageants clarifiés et/ou associés à la cellule a été mesurée par un essai appelé
«multinuclear activation of f3-gal infectivity assay» (essai MAGI) (271) ou encore
par un essai d’activité luciférase (4).
4.4.1 Essai MAGI
Brièvement, dans le cas de l’essai MAGI, des quantités équivalentes de virus
(de 6x105 à 6x106 cpm de RT) ont été utilisées pour infecter les cellules Hela-CD4-
LTR-3-gal qui avaient été ensemencées le jour précédent dans des plaques de 24
puits (3x104 cellules par puit). Dans certains cas, pour augmenter l’efficacité
d’infection, on utilise la spinoculation (376): pendant la durée de l’infection (2 heures
à 25°C), les cellules sont centrifugées à 2 000 rpm (Sorvail Legend T) ce qui permet
aux virus de s’ adsorber plus efficacement sur la monocouche cellulaire. 48 heures
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après l’infection, les cellules sont lavées, fixées et colorées au X-Gal tel que décrit
(271). Le nombre de cellules bleues 13—gal positives a été déterminé par comptage au
microscope photonique. Chaque échantillon est analysé en duplicata.
4.4.2 Essai luciférase
Pour l’essai luciférase, des quantités équivalentes de virus (1-5x106 cpm de
RT) ont été utilisées pour infecter 2x105 cellules 1G5 (la lignée indicatrice LTR
luciférase). Immédiatement après l’adsorption, les cellules sont lavées et mises en
présence de quantité neutralisante des anticorps anti-CD4 et anti-gpl2O afin de
prévenir la formation de syncytia. Pour les expériences de transmission du virus de
cellules à cellules, on ajoute des quantités croissantes de ces anticorps neutralisants.
24 heures post-infection, de l’AZT a été ajouté à une concentration finale de 10 jtM
dans le but de limiter l’infection à un seul cycle de réplication. 48 heures post
infection, les cellules sont récoltées puis lysées et l’essai luciférase est effectué en
suivant les recommandations du manufacturier (Promega).
5. Analyse des protéines
5.1 Anticorps
Les anticorps monoclonaux anti-CD4 (OKT4) et anti-p24 sont obtenus à
partir des fluides ascitiques de souris Balb/c injectées avec les hybridomes OKT4 ou
p24 (respectivement, American Type Culture Collection, catalog #ATCC CRL-8002
et #ATCC HB9725. Rockville, MD). Les anticorps polyclonaux de lapin anti-CD4
H-370 ont été achetés chez Santa Cruz biotechnology (catalog #sc-7219). Le sérum
anti-VllI-l(l62) a été obtenu d’un patient infecté par le VIH-l et testé positif pour la
présence d’anticorps dirigés contre le Vffl-l par ELISA. Finalement, les anticorps
monoclonaux anti-gp4l ont été obtenus en récoltant les sumageants des hybridomes
Chessie 8 en culture (1). Les anticorps monoclonaux de souris anti-gpl2O (1D6)
(129) et les hybridomes Chessie 8 produisant des anticorps dirigés contre la gp4l ont
été obtenus du AIDS research and reference reagent program.
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5.2 Marquage métabolique des cellules
Quarante-huit heures après la transfection des cellules COS-7 avec les
vecteurs d’expression eucaryotes SVCMV-CD4 ou SVCMVCD4c42o2A en présence
ou en absence de SVCMV-p56 , les cellules sont récoltées puis cultivées pendant
30 minutes à 37°C dans un incubateur à C02 dans du milieu DMEM dépourvu de
méthionine et de cystéine (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA). Les cellules sont
ensuite lavées puis resuspendues et incubées dans le milieu de carence contenant un
cocktail d’acides aminés radioactifs (200 .iCi) dont la [35S]méthionine et la
[35S]cystéine (ICN Pharmaceuticals). Après 5 heures d’incubation, les cellules sont
récoltées puis resuspendues dans un tampon de lyse fait de 0.5% digitonine (Sigma
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), 150 mlvi NaC1, 20 mlvi triéthanolamine, et lmM
EDTA. Les échantillons sont ensuite congelés à -20°C pour être ensuite
immunoprécipités.
5.3 Immunoprécipitation
5.3.1 Analyse des protéines associées à la particule virale
Les sumageants provenant des cellules MT4 transfectées par un provirus
exprimant le VIN ou provenant des cellules 293T co-transfectées avec un expresseur
de CD4 et un provims exprimant le VIN ont été récoltés et clarifiés par une
centrifugation à 3 000 rpm. À partir de ces sumageants dépourvus de débris
cellulaires, les virions ont été concentrés par une centrifugation sur un gradient de
sucrose 20% tel que précédemment décrit dans la section Productions virales. Des
quantités équivalentes de virus, normalisées par une mesure de l’activité RT, ont été
lysées dans du tampon RIPA (140 mM NaCT, 8mM Na2HPO4, 2mM NaH2PO4, 1,2
mM sel de sodium d’acide déoxycholique, 0,5% SDS et 1% NP-40), divisées en deux
fractions équivalentes puis immunoprécipitées soit en utilisant un anticorps
monoclonal dirigé contre CD4 (OKT4) ou un sérum anti-VIII-1 (patient #l62). Les
complexes immuns ont été immunoprécipités en utilisant des billes de protéine A
sépharose (Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, Québec), lavés, resuspendus dans un
tampon réducteur, bouillis puis séparés par électrophorèse sur un gel de 8% ou 12,5%
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de SDS-polyacrylamide (SDS-PAGE) pour être finalement analysés par
immunobuvardage.
5.3.2 Ana]yse biochimique de la formation de dimères de CD4
Les cellules lysées dans la digitonine sont centrifugées à 13 000 rpm (Sorvall
Biofuge pico) afin d’éliminer les membranes cellulaires. Les surnageants sont
récoltés puis, afin de diminuer les signaux non-spécifiques, les lysats sont pré-
adsorbés avec des anticorps provenant de sérum de souris normal pour être ensuite
immunoprécipités en utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre CD4
(OKT4). Les complexes immuns ont été immunoprécipités en utilisant des billes de
protéine A-sépharose (Pharmacia Biotech), lavés et resuspendus dans un tampon
Laemli (60 mlvi Tris (pH 6.8), 20 ig/ml bleu de bromophénol et 6% glycérol) non-
réducteur et non-dénaturant i.e. ne contenant pas de sodium dodécyl-sulfate (SDS) ni
de 2-13-mercaptoéthanol (2-ME). Les complexes immuns sont séparés par
électrophorèse sur un gel de 8% SDS-PAGE sans être bouillis. En effet, afin de
dissocier les complexes immuns des billes de sépharose, les échantillons sont incubés
à 37 °C pendant 5 minutes. Les gels sont fixés (méthanol et acide acétique glacial),
séchés puis exposés sur autoradiogramme (Eastman Kodak, Rochester, NY). De
manière alternative, des échantillons provenant de cellules non-radiomarquées sont
préparés de la même manière puis analysés par immunobuvardage.
5.4 Immunobuvardage
Suite à l’électrophorèse, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose (taille des pores de 0,45jiM; Bio-Rad Laboratories, Mississauga,
Ontario) par électrotransfert pendant 3h à 30V sur un appareil Bio-Rad Trans Blot
Cell dans un tampon de transfert (25m1VI Tris, 193mM glycine, 20% méthanol) pour
l’analyse des protéines associées aux virions. De manière alternative, les protéines
sont transférées par électrotransfert pendant 17h à 30V dans un tampon de transfert
(25mM Tris, 193mM glycine, 15% méthanol, 0,2% SDS) pour l’analyse de la
formation des dimères de CD4.
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Les membranes récupérées sont alors incubées dans un tampon de blocage
pendant 1h (Tampon salin Tris (TBS) contenant 1% de Tween-20 et 5% de lait en
poudre écrémé) suivie d’une incubation de 2h avec soit des anticorps polyclonaux
dirigés contre CD4 (dilution de 1/500) ou des anticorps monoclonaux dirigés contre
la gpl2O (dilution de 1/1 000) ou la p24 (dilution de 1/4 000). Les anticorps liés ont
été sondés en utilisant des anticorps anti- souris ou anti-lapin liés à la peroxidase de
rainfort (dilution de 1/7 500). Les membranes ont été lavées soigneusement puis
révélées par une méthode sensible de détection par chemiluminescence (ECL
detection kit; Amersham Biosciences). Pour la détection des niveaux de gp4l
associés au virus, des dilutions sériées de virus ont été séparées directement par SDS
PAGE puis analysées par immunobuvardage, tel que décrit, en utilisant un anticorps
monoclonal dirigé contre la gp4l (surnageant non-dilué d’hybridomes).
Chapitre 3




Lors de Pinfection par le VIE-l, plusieurs protéines virales, dont Vpu,
entraînent une diminution importante de l’expression de surface du récepteur viral
CD4 (109, 144). De récentes études ont permis de mettre en évidence que la
diminution de l’expression de CD4 médiée par Vpu et/ou Nef joue un rôle dans la
réplication virale permettant de croire que l’expression de CD4 pourrait être un
important régulateur de la pathogénèse associée au VIE-l (41, 104, 291, 437). Dans
la première partie des travaux de ma thèse, nous avons pu démontrer que la
dégradation de CD4 médiée par Vpu contribue à l’infectivité virale en réduisant
l’expression de surface de la molécule CD4 ainsi que son incorporation dans les
particules virales. En effet, en absence de Vpu, une quantité significative de CD4 se
retrouve à la surface cellulaire et dans les virions entraînant ainsi la formation de
complexes de haute affinité entre la glycoprotéine gpl2O du virus et CD4 ce qui a
pour effet de diminuer drastiquement linfectivité virale. Par ailleurs, nous avons
également démontré que la perte d’infectivité associée à l’incorporation de CD4 est
directement reliée à son interaction avec gpl2O plutôt qu’à un changement
morphologique du virion vu que l’incorporation en trans de la glycoprotéine G du
virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G) permet de rétablir le potentiel infectieux
des virions. Ainsi, nos résultats suggèrent fortement que Vpu contribue à l’infection
et à la pathogénèse du VIE-1 en optimisant la relâche et l’infectivité des particules
virales.
Les résultats présentés dans cette section ont fait l’objet d’une publication
dans Journal of Biological Chemistry inclus à l’annexe 1 du présent manuscrit. Avec
la collaboration de Dr Zhao qui a contribué à toute la mise en place du projet, j’ai pu
participer à la genèse des résultats de cet article, à l’exception des résultats de la
figure 5. Par ailleurs, j’ai également contribué à l’écriture de cet article avec l’aide et
la supervision de mon directeur de thèse, le Dr Éric A. Cohen.
Levesque, K., Zhao, Y.S., Cohen, E.A. 2003. Vpu exerts a positive effect on HW-l
infectivity by down-modulating CD4 receptor molecules at the surface of HW- 1-
producing ceils. J. Biol. Chem. 278:28346-53.
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2. Résultats
2.1 La dégradation du récepteur CD4 médiée par Vpu permet de rétablir
l’effet négatif de l’expression de CD4 à la surface de la cellule sur
l’infectivité virale
il a déjà été démontré que la diminution de l’expression de surface de CD4
médiée par Nef constituait un important régulateur du cycle de réplication du V111-l
(104, 291, 437). Ainsi, dans un premier temps, nous avons voulu étudier l’effet de
l’expression de surface de CD4 sur l’infectivité des virus produits dans les cellules
293T et ce, à partir de virus isogéniques sauf pour l’expression de Vpu. Les virus
isogéniques HxBH10-vpu ou HxBH1O-vpu ont été produits dans les cellules 293T
suite à une cotransfection de l’ADN proviral et de concentrations croissantes de
SVCMV-CD4. Les constructions provirales proviennent de HxBc2 et, par
conséquent, possèdent un codon stop prématuré dans Nef (421). 4$ heures post
transfection, les cellules et les surnageants de culture ont été récoltés afin de mesurer
les niveaux d’expression de surface de CD4 et d’évaluer le potentiel infectieux des
particules virales relâchées. Tel que précédemment décrit, les analyses de FACS
démontrent que l’expression de Vpu entraîne une réduction significative de
l’expression de surface de CD4 à la surface de la cellule (Fig. lA) (546). L’infectivité
des virus produits dans les cultures Vpu et Vpu a ensuite été évaluée par une essai
MAGI en utilisant des quantités similaires de virus telles que déterminées selon
l’activité transcriptase inverse. Les résultats de la figure lB démontrent clairement
que l’expression de quantité croissante de CD4 entraîne une diminution importante
de 1’ infectivité virale qui est directement proportionnelle au niveau d’expression de
CD4 à la surface de la cellule. De façon intéressante, l’effet négatif de CD4 sur
l’infectivité virale est davantage important (2 à 7 fois) avec des virus défectifs pour
l’expression de Vpu que pour des virus Vpu. Cependant, le potentiel infectieux des
virus Vpu ou Vpu est comparable lorsque les virus sont produits dans des cellules
293T CD4 (Fig. 1 C-D). Afin de reconfirmer les résultats obtenus avec l’essai
MAGI, nous avons également testé l’infectivité des virus Vpu ou Vpu produits dans
82
des cellules transfectées avec ou sans CD4 en utilisant les cellules indicatrices
(luciférase) 1G5 qui sont une lignée T CD4. Tel que montré à la figure 1C, le
potentiel infectieux des virus Vpu et Vpu est identique lorsque les virus sont
produits en absence de CD4 tandis qu’il diffère significativement lorsque les virus
sont produits en présence de CD4. Le cas échéant, les virus défectifs pour Vpu
possèdent un potentiel infectieux d’environ 4 fois moindre que les virus Vpu. Par
ailleurs, ces résultats ont été confirmés par des expériences similaires réalisées en
utilisant des lignées de cellules T Jurkat exprimant différents niveaux de CD4 à leur
surface (Fig. lE). Les résultats présentés à la figure 1F réaffirment clairement que
Vpu atténue l’effet négatif de l’expression de CD4 à la surface de la cellule sur
1’ infectivité des virus produits dans les lignées T Jurkat exprimant différents niveaux
de CD4 à leur surface.
Afin de déterminer si la dégradation de CD4 médiée par Vpu est directement
responsable de la modulation positive de l’infectivité du VIN-1 par Vpu dans les
cellules exprimant CD4, nous avons utilisé un mutant de Vpu et un mutant de CD4
dont les phénotypes sont associés à une perte de l’induction de la dégradation de CD4
induite par Vpu. Le provirus HxBH1O-vpu52”56 encode une protéine mutante de Vpu
qui possède des mutations de substitution à ses deux résidus Ser-52 et Ser-56 qui sont
les sites de phosphorylation de la protéine. Ce mutant de Vpu est incapable de médiée
l’initiation de la protéolyse de CD4 (174). CD4A32 est un mutant de délétion de la
queue cytoplasmique de CD4 qui est exprimé à la surface de la cellule mais qui n’est
pas susceptible à la dégradation induite par Vpu puisque le site d’attachement de Vpu
y est absent (561). Les provirus HxBH1O-vpu, HxBH1O-vpu ou HXBH1O-vpu52156
ont été cotransfectés avec les plasmides SVCMV-CD4, SVCMV-CD4A32 ou le
plasmide contrôle dans les cellules 293T. Quarante-huit heures post-transfection, les
virus produits ont été récoltés puis, tel que décrit dans la section Matériel et
méthodes, un essai MAGI a été réalisé. La figure 1D montre que les particules du
VIN-1 qui sont Vpu, Vpu ou Vpu52156 possèdent un potentiel infectieux similaire
lorsque produites dans des cellules n’exprimant pas CD4. De manière intéressante, en
présence de la molécule CD4 de type sauvage, le nombre de cellules f3-gal positives
obtenues suite à l’infection avec un virus exprimant le mutant Vpu52156 est réduit de
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manière considérable lorsque comparé avec les virus Vpu . En fait, l’infectivité des
virus Vpu52156 est comparable à ce qui est obtenu avec les virus Vpu. De plus, les
virus Vpu et Vpu produits dans les 293T exprimant la molécule CD4A32
démontrent une baisse drastique de leur potentiel infectieux (Fig. YD).
Conséquemment, ces résultats supportent davantage l’importance d’induire une
diminution du niveau d’expression de CD4 afin d’obtenir des particules virales
pleinement infectieuses dans les cellules exprimant CD4. Dans l’ensemble, ces
résultats confirment que l’expression de CD4 à la surface de la cellule entraîne un
effet néfaste sur le potentiel infectieux des particules virales du VIN-l et montre que
Vpu, en induisant la dégradation de CD4 contrecarre cette perte d’infectivité liée à
l’expression de CD4 à la surface de la cellule.
2.2 Vpu module positivement l’infectivité des particules virales du VIII-1
produites dans les lignées de cellules T et les PBMCs
Afin d’examiner si Vpu peut moduler l’infectivité des particules virales du
VIN-l relâchées à partir de cellules exprimant des niveaux physiologiques de CD4 à
leur surface, nous avons analysé le potentiel infectieux de virus isogéniques Vpu et
Vpu produits suite à une infection de la lignée lymphocytaire CD4 MT4 et des
PBMCs isolés à partir de deux donneurs indépendants. Les virus utilisés pour
effectuer les études de cinétique de réplication virale dans les MT4 et les PBMCs ont
été produits dans les cellules 293T transfectées avec HxBHlO-vpu ou HxBH1O-vpu.
Tel que démontré précédemment, les cellules MT4 et les PBMCs infectés avec des
virus du VIN-l exprimant Vpu relâchent de 2 à 8 fois plus de particules virales à
l’apogée de la cinétique de réplication que les cellules infectées avec un virus Vpu
(Fig. 2, panneaux A-C) (462).
À différents intervalles de temps pendant la cinétique de réplication virale,
des sumageants clarifiés ont été récoltés dans chaque culture puis leur potentiel
infectieux déterminé par une essai MAGI en utilisant des quantités similaires de virus
tel que mesuré par l’activité RT. De manière constante, nous observons une
diminution importante de l’infectivité virale des virus n’exprimant pas Vpu
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Figure 1. La diminution de l’expression de surface de CD4 induite par Vpu
exerce un effet positif sur l’infectivité du VIII-1.
A-B. Effet de Vpu sur l’infectivité du VIH-l dans les cellules 293T exprimant
CD4. Les cellules 293T ont été cotransfectées avec les constructions provirales
HxBH10-vpu (Vpu) ou HxBH1O-vpw (Vpu) et des quantités croissantes de
SVCMV-CD4 (CD4). Les cellules et les surnageants de cultures ont été récoltés
4$h post-transfection. (A) Les cellules 293T transfectées ont été colorées avec des
anticorps monoclonaux dirigés contre CD4 (OKT4) et le niveau d’expression de
surface de CD4 a été mesuré par analyse de FACS (B) L’infectivité des virus
produits dans chaque culture a été déterminée par essai MAGI. Les cellules Hela
CD4-f3-gal ont été infectées avec des quantités similaires de virus tel que
déterminé par l’activité RT (4x105 cpm de RT). 4$ heures post-infection, les
cellules infectées sont fixées et colorées avec du X-Gal. Le nombre de cellules
infectées par le VIH- 1 a été déterminé en comptant le nombre de cellules bleues f3-
gal positives. Les résultats sont représentatifs des résultats obtenus dans au moins
2 expériences indépendantes.
C. Essai d’infectivité utilisant la luciférase. L’infectivité des virus produits tel que
décrit précédemment a été déterminée en infectant les cellules de la lignée T
indicatrice 1G5—luciférase. Les résultats sont représentés sous forme de ratio
relatif où 1’ infectivité des virus Vpu prend de manière arbitraire la valeur 1. Les
résultats sont représentatifs des résultats obtenus dans au moins 4 expériences
indépendantes.
D. La dégradation de CD4 induite par Vpu module positivement l’infectivité du
VTH-1. Les provirus HxBHl0-vpu (Vpu), HxBH1O-vptc (Vpu) ou HxBH1O-
vpu52156 (Vpu52156) ont été cotransfectés dans les cellules 293T avec SVCMV
CD4wt (CD4j, SVCMV-CD4A32 (CD4A32) ou le plasmide contrôle (CD4-). 48
heures post-transfection, les surnageants des cellules sont récoltés et la production
virale évaluée par un essai RT. L’infectivité des virus produits dans chaque culture
a été déterminée par essai MAGI. Les résultats sont représentatifs des résultats
obtenus dans au moins 3 expériences indépendantes.
E-F. Effet de Vpu sur l’infectivité du VIH- 1 dans les cellules T Jurkat exprimant
différents niveaux de CD4 à leur surface. (E) Des cellules T Jurkat non-infectées
(CD4-, low-CD4 or high-CD4) ont été colorées avec des anticorps monoclonaux
dirigées contre CD4 (OKT4) et le niveau de CD4 exprimé à surface de la cellule
déterminé par analyse de FACS. (F) Les cellules T Jurkat ont été infectées par des
virus HxBHl0-vpu ou HxBH1O-vpw pseudotypés avec VSV-G. 48 heures post
infection, les surnageants des cellules sont récoltés et l’infectivité des virus
produits dans chaque culture a été déterminée par essai MAGI. Les résultats sont






































comparativement aux virus homologues isogéniques Vpu et ce, qu’ils soient produits
dans les lignées T CD4 MT4 (Fig. 2D) ou les Jurkat (Fig.1F) ainsi que dans les
PBMCs (Fig. 2E et F). Cette perte d’infectivité liée à une absence de l’expression de
Vpu varie approximativement de 2 à 10 fois au maximum de la réplication virale et
ce, dépendamment du donneur de PBMCs ou de la lignée T utilisée. À partir de ces
résultats, nous concluons que Vpu module positivement l’infectivité des particules
virales du VIH- Ï produites dans les lignées de cellules T et les cellules primaires
PBMCs exprimant des niveaux physiologiques de la molécule CD4.
2.3 L’incorporation de CD4 dans les virions interfère avec le niveau
d’enveloppe fonctionnelle associée à la particule virale du VIII-1
Afin de comprendre le mécanisme moléculaire sous-jacent à l’inhibition de
l’infectivité virale médiée par l’expression de CD4, nous avons procédé à une analyse
détaillée de la composition protéique des particules virales relâchées à partir de
cellules 293T exprimant CD4. Ainsi, nous avons voulu déterminer si: i) la molécule
CD4 pouvait être incorporée dans la particule virale; ii) si la modulation de
l’expression de surface de CD4 médiée par Vpu pouvait influencer le niveau de CD4
et de la glycoprotéine de l’Env incorporé dans la particule virale. Des cellules 293T
ont été cotransfectées avec SVCMV-CD4 ou le plasmide contrôle et les constructions
provirales HxBH1O-vpu ou HxBH10-vpu. Quarante-huit heures post-transfection,
les surnageants clarifiés sont récoltés soit pour déterminer l’infectivité virale par essai
MAGI ou pour concentrer les virions par ultracentrifugation afin d’en analyser la
composition protéique. Les virions concentrés sont resuspendus dans du tampon de
lyse RIPA et divisés en deux fractions équivalentes qui sont immunoprécipitées avec
des anticorps monoclonaux dirigés contre CD4 (OKT4) ou avec un sérum humain
reconnaissant les protéines du Vffl-1. Les complexes immuns sont séparés sur SDS
PAGE puis transférés sur une membrane de nitrocellulose afin d’effectuer une
analyse d’immunobuvardage en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre
CD4, la gpl20 ou la p24. Les résultats de la figure 3A démontrent clairement que les
molécules de CD4 peuvent être incorporés à la particule virale lorsque relâchées de





































































































































































































































































































































































































































































































L’absence de détection de CD4 dans les surnageants des cellules 293T exprimant
seulement CD4 élimine la possibilité que l’association de CD4 à la particule virale
puisse être issue de contaminations dérivées de microvésicules cellulaires (Fig. 3A,
ligne 2, CD4 total).
Des quantités significatives de CD4 sont incorporées à la particule virale
lorsque Vpu n’est pas exprimée tandis qu’en présence de Vpu, le niveau de CD4
incorporé diminue de façon substantielle (Fig. 3A, comparer les lignes 5 et 6, CD4
total). Des résultats similaires sont obtenus lorsque les virus sont produits dans la
lignée cellulaire T CD4 MT4 et que les niveaux de CD4 endogènes incorporés à la
particule virale sont analysés. (Fig. 4A, comparer les lignes 2 et 3). De manière
intéressante, le recrutement de CD4 dans la particule virale ne semble pas dépendre
de l’interaction CD4-gpl2O puisque CD4 est quand même incorporé dans les virions
lorsque les particules sont produites à partir de cellules produisant des virus défectifs
pour l’Env ou encore à partir de cellules exprimant CD4-ACDR2, un mutant de CD4
incapable de se lier à la gpl2O (Fig. 3C). Par ailleurs, nos résultats montrent qu’il
existe un corrélation entre la diminution de l’expression de CD4 induite par Vpu et
l’augmentation du potentiel infectieux des particules virales (Fig. 3D, comparer Vpu
ICD4 avec Vpu/CD4). De plus, la figure 3D montre que la perte d’infectivité
observée en absence de Vpu est essentiellement liée à la capacité de CD4 à s’associer
à la gpl2O. En effet, le mutant CD4ACDR2 qui est incapable de se lier à la gpl2O
(165) n’affecte pas le potentiel infectieux des particules et ce, malgré qu’exprimé à la
surface de la cellule et incorporé en quantité significative dans les particules virales
lorsque Vpu n’est pas exprimé (résultats non montrés). Cette observation est
davantage supportée par le résultat de la figure 3E, qui montre que des virus défectifs
pour l’expression de Vpu et pseudotypés avec VSV-G possèdent le même potentiel
infectieux qu’ils soient produits en présence ou en absence de CD4 et ce, même si
CD4 est incorporé à des niveaux comparables (Fig. 3F). Ces résultats suggèrent que
l’effet négatif de CD4 sur le potentiel infectieux des particules virales du Vffl-l
implique non seulement le recrutement de CD4 dans la particule virale mais nécessite
également une interaction entre CD4 et la gpl2O.
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Figure 3. La diminution de l’expression de surface de CD4 et de son incorporation dans les
virions contribue à l’infectivité du VIII-1 en augmentant le niveau d’Env fonctionnelle
présente à la surface de la particule virale.
A. Les molécules de CD4 sont incorporées à la particule virale du VIH-l lors de la morphogenèse
virale. Les constructions provirales HxBHlO-vptt (Vpu’) ou HxBH1O-i’pw (Vpu) ont été co
transfectées dans les cellules 2931 avec SVCMV-CD4wt (CD4wt) ou le plasmide contrôle
(CD4-). Les virions ont été récoltés et concentrés par ultracentrifugation à partir des surnageants
de culture clarifiés puis normalisés par un essai RI. Les virions ont ensuite été lysés, divisés en
deux fractions équivalentes puis immunoprécipités (IP) en utilisant soit des anticorps
monoclonaux dirigés contre CD4 (OKT4) ou un sérum anti-VIH-1 (aVIH-l). Les complexes
immuns ont été séparés par électrophorèse, transférés sur membrane de nitrocellulose puis
analysés par immunobuvardage (WB) en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre CD4
(cCD4) ou des anticorps monoclonaux reconnaissant soit la gpl2O (Œgpl2O) ou la p24 (Œp24),
tel qu’indiqué. Les résultats montrant l’Env liée et l’Env totale ne proviennent pas des mêmes
expositions de l’autoradiogramme et par conséquent ne peuvent être comparés.
B. Effet de l’expression de CD4 à la surface de la cellule sur l’incorporation de gp4l dans la
particule virale. Les virions, produits à partir de cellules 293T transfectées, ont été concentrés
puis resuspendus dans du tampon de lyse RIPA. Des dilutions sérielles de lysat de virus ont été
séparées par SDS-PAGE, transférées sur membrane de nitrocellulose puis analysées par
immunobuvardage en utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre la gp4l ou contre la
p24. ND:Non-dilué.
C. L’incorporation de CD4 au virion est indépendante de sa laison à Env. Les constructions
provirales HxBHlO-vpu (Vpu) ou HxBH1O-vptc (Vpu-) ont été co-transfectées dans les
cellules 293T avec SVCMV-CD4wt (CD4wt), SVCMV-CD4\CDR2 ou le plasmide contrôle
(CD4-). Les virions ont été récoltés puis imunoprécipités tel que décrit précédemment puis
analysés par WB utilisant des anticorps dirigés contre CD4 (0K14) ou la p24 (ap24).
D. Effet de l’expression de surface de CD4 sur l’infectivité du VIH-1. Les virus produits ont été
récoltés tel que décrit précédemment puis la production virale déterminée en mesurant l’activité
RT. L’infectivité des virus produits dans chaque culture a été évaluée par essai MAGI. Les
résultats sont représentatifs des résultats obtenus dans au moins 4 expériences indépendantes.
E. Effet de l’expression de surface de CD4 sur l’infectivité des particules virales du VIH-1 Vpu
pseudotypées avec VSV-G. Les cellules 2931 ont été cotransfectées avec la construction
provirale HxBH1O-vpu- (Vpu-) et SVCMV-CD4 (CD4+) ou le plasmide contrôle (CD4-) en
présence ou en absence de SVCMV-VSV-G. 48 heures post-transfection, les sumageants des
cellules sont récoltés et l’infectivité des vims produits dans chaque culture a été déterminée par
essai MAGI. Les résultats sont représentatifs des résultats obtenus dans au moins 3 expériences
indépendantes.
F. CD4 est incorporé efficacement dans les virions pseudotypés avec VSV-G. La construction
provirale HxBH1O-vpu (Vpu) ont été co-transfectées dans les cellules 2931 avec SVCMV
CD4wt (CD4wt) avec ou sans SVCMV-VSV-G. Les virions ont été récoltés puis imunoprécipités
tel que décrit précédemment puis analysés par WB utilisant des anticorps dirigés contre CD4






















1 2 3 4 5 6
VpuJCD4 Vpu/CD4




























































I ND 1/3 1/6
Vpu
I ND 1/3 116
1 2 3 4 5 6
Figure 4. Analyse des particules virales produites dans les cellules MT4. Les
constructions provirales HxBH1O-vpu (Vpu) ou HxBH1O-vpu (Vpu) ont été
transfectées dans les cellules T CD4 MT4. Au jours 2, les virions ont été concentrés par
ultracentrifugation à partir des surnageants de cultures clarifiés, normalisés par un essai
RI puis lysés dans du RIPA. (A) Les lysats de virus ont été divisés en deux fractions
équivalentes puis immunoprécipités en utilisant soit des anticorps monoclonaux dirigés
contre CD4 (0K14) ou un sérum anti-VIH-1 (aVIH-l). Les complexes immuns ont été
séparés par électrophorèse, transférés sur membrane de nitrocellulose puis analysés par
immunobuvardage (WB) en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre CD4 (CD4
total) ou des anticorps monoclonaux reconnaissant la p24 (p24), tel qu’indiqué. (B) Des
dilutions sériées de lysat de virus ont été séparées par SDS-PAGE, transférées sur
membrane de nitrocellulose puis analysées par immunobuvardage en utilisant des















Afin d’approfondir davantage le mécanisme moléculaire sous-jacent à l’effet
de la dégradation de CD4 induite par Vpu sur l’infectivité virale, nous avons ensuite
voulu déterminer si l’expression de Vpu pouvait avoir une influence sur les niveau de
la glycoprotéine de l’Env qui sont incorporés dans les particules virales relâchées à
partir de cellules T MT4 ou 293T exprimant CD4. La figure 3A-B et la figure 4B
nous montrent que Vpu n’influence pas les niveaux de la glycoprotéine de l’Env
associés au virus bourgeonnant puisque les quantités de gp4l et de gpl2O associées
aux virions sont comparables en présence ou en absence de Vpu (Fig. 3A lignes 5 et
6 Env totale et Fig. 3B ou 4B, comparer les lignes 4-6 avec les lignes 1-3). Tel que
décrit précédemment par Lama et al. (291), les niveau de gpl2O associés aux virus
sont constamment plus élevés dans les virions produits dans les 293T n’exprimant
pas CD4 (CD4) que dans les cellules exprimant CD4 (Fig. 3A comparer les lignes 3
et 4 avec les lignes 5 et 6, Env totale). Ce phénomène est indépendant de l’expression
de Vpu et reflète fort possiblement la rétention de CD4 par la gpl6O qui se produit au
niveau du RE retardant le transport de l’Env et vraisemblablement son incorporation
à la particule virale (547). Ces résultats indiquent que la dégradation de CD4 induite
par Vpu n’entraîne pas une augmentation de l’incorporation de l’Env et
conséquemment, dans nos conditions expérimentales, l’effet négatif de l’expression
de CD4 sur l’infectivité virale ne peut être expliqué par une réduction de
l’incorporation de l’enveloppe dans les virions.
Ensuite, nous avons voulu déterminer si les molécules de CD4 associées aux
virions pouvaient interférer avec la fonction de l’enveloppe en diminuant l’habilité de
l’Env incorporée aux virions à lier les molécules de CD4 présentes à la surface des
cellules cibles. De manière spécifique, nous avons évalué si la gpl2O et CD4
pouvaient se complexer l’un à l’autre au niveau de la particule virale et si
l’expression de Vpu pouvait moduler la formation de tels complexes gpl2O-CD4.
Les complexes gpl2O-CD4 associés aux virions ont été isolés par co
immunoprécipitation en utilisant soit des anticorps anti-VIII-l ou anti-CD4 (OKT4)
puis analysés pour la présence de CD4 lié ou de gpl2O liée par immunobuvardage en
utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre CD4 ou la gpl2O. Les résultats de
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la figure 3A montrent qu’en absence de Vpu (Vpu), une fraction de la gpl2O est
associée à CD4 et inversement, une fraction de CD4 se retrouve complexée à la
gpl2O (ligne 6, CD4 lié, gpl2O liée). L’expression de Vpu entraîne une diminution
de la formation de ces complexes gpl2O-CD4 puisqu’avec une surexposition des
autoradiogrammes, il existe une différence clairement apparente entre le niveau de
gpl2O liée lorsque Vpu est exprimé (comparer les lignes 5 et 6, gpl2O liée; les
résultats montrés pour l’Env liée et l’Env totale proviennent d’expositions différentes
et conséquemment, ne peuvent être comparés). Par ailleurs, pour des temps
d’exposition comparables au temps utilisé pour CD4 total, nous ne sommes pas en
mesure de détecter de signal pour le CD4 lié lorsque Vpu est exprimé (comparer les
lignes 5 et 6, CD4 lié). Ces résultats indiquent que le recrutement de CD4 dans la
particule virale affecte le potentiel infectieux du VIII-l en induisant la formation de
complexes avec la gpl2O présente à la surface du virion ce qui a pour effet de saturer
les sites de liaison de CD4 sur les molécules de gpl2O diminuant conséquemment les
niveaux d’Env fonctionnelles présents dans les virions. De ce fait, Vpu, en
diminuant l’expression de surface et l’incorporation de CD4 au virion, contrecarre ce
phénomène et permet ainsi la relâche de particules virales pleinement infectieuses.
2.4 La diminution de l’expression de surface de CD4 induite par les activités
de Vpu et Nef est requise afin que ]e VIII-1 ait un potentiel infectieux
optimal
Au cours de l’infection par le VIN-l, Vpu et Nef induisent tous deux une
diminution de l’expression de surface du récepteur CD4 (82). Afin d’évaluer la
contribution relative de ces deux protéines sur l’infectivité du VIN-1, des cellules T
CD4 MT4 ont été transfectées avec des constructions provirales isogéniques à
l’exception de l’expression de Vpu et/ou Nef. Trois jours post-transfection,
l’infectivité des virions relâchés dans les surnageant de culture a été déterminée par
essai MAGI en utilisant des quantités similaires de virus tel que déterminé par
l’activité RT. Les résultats de la figure 5 indiquent que l’absence de Vpu ou Nef
entraîne une perte du potentiel infectieux d’environ quatre fois comparativement au
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virus complet. De plus, il semble y avoir un effet synergique plutôt qu’additif
lorsque Vpu et Nef sont exprimés puisqu’en leur absence, on observe une diminution
du potentiel infectieux de l’ordre de 20 à 30 fois comparativement au virus complet.
Ce résultat indique que la diminution de l’expression de surface de CD4 induite par
Vpu et Nef est nécessaire au cours de la réplication du VIE-l afin de générer des

















Figure 5. Effet de la diminution de l’expression de surface de CD4
induite par Vpu et Nef sur l’infectivité du VIII-1. Les constructions
provirales isogéniques pNL4.3-vpu/nef’ ont été transfectées dans les
cellules M14. 72 hours post-transfection, les surnageants des cellules sont
récoltés et la production virale déterminée par un essai RT. L’infectivité des
virus produits dans chaque culture a été déterminée par essai MAGI. Les




Étude du rôle de Vpu dans la morphogénèse virale et son importance dans le processus
de relâche facilitée des particules virales
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1. Préambule
Quoique les mécanismes et le rôle de la dégradation de CD4 médiée par Vpu
lors de l’infection par la VIH-l soient mieux compris, les mécanismes sous-jacents à
l’augmentation de la relâche des particules virales restent à être élucidés. Des études
de microscopie électronique ont démontré qu’en absence de Vpu, les particules
virales présentaient des morphologies aberrantes (276, 562). En effet, dans ces
conditions, une grande proportion des particules virales se retrouvent toujours en
association avec la cellule et montrent des différences significatives de taille et de
morphologie résultant quelquefois en la formation de particules virales possédant
plusieurs capsides. Dans cette partie de mes travaux, nous nous sommes surtout
intéressés à la seconde fonction de Vpu soit l’augmentation de la relâche de particules
virales à partir de la cellule infectée ainsi qu’à son rôle dans la morphogenèse virale.
Donc, en utilisant un système transitoire de production virale dans les cellules 293T,
nous avons pu démontrer par microscopie électronique à balayage que des virus
mutés pour Vpu forment de larges agrégats attachés à la surface cellulaire. La
présence de ces agrégats est indépendante de l’expression de CD4. De plus, en
utilisant différents mutants de relâche de Vpu qui maintiennent leur capacité à
dégrader CD4, nous avons pu démontrer que l’apparition de ces morphologies était
directement liée à la capacité de Vpu à faciliter le bourgeonnement des particules
virales. Quoique morphologiquement différents, les virions agrégés à la cellule ne
semblent toutefois pas présenter de différences quant à leur densité. L’effet de Vpu
sur la morphogenèse ainsi que ses conséquences sur l’infectivité et la réplication du
virus seront discutés dans ce chapitre.
Les images de microscopie électronique ont été réalisées par Mme Sylvia
Zalzal grâce à une collaboration avec le laboratoire du Dr Antonio Nanci de la
faculté de médecine dentaire de l’Université de Montréal. De plus, Mme Linda
Mark, stagiaire dans le laboratoire, a participé à la caractérisation biochimique des
particules virales en effectuant les analyses d’immunobuvardage et les essais de
transcriptase inverse afin de déterminer la densité des virions. Les résultats auxquels
Mme Mark a participé sont présentés à la figure 5.
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2. Résu]tats
2.1 La protéine Vpu du VIH-1 influence la morphogenèse virale
indépendamment de l’expression de CD4
fi a été démontré qu’en absence de Vpu, les virus produits à partir de cellules
T ne sont pas relâchés efficacement et s’accumulent à la surface de la cellule (276,
562). Des études de microscopie électronique ont permis de mettre en évidence
qu’une grande proportion des particules virales bourgeonnantes se retrouvent
toujours en association avec la cellule et présentent des différences significatives de
taille et de morphologie résultant quelquefois en la formation de particules virales
possédant plusieurs capsides (Fig. 1; particules virales pointées). Dans la première
partie de mes travaux, nous avons pu démontrer que l’expression de CD4 à la surface
de la cellule entraînait la formation de complexes de haute affinité entre la
glycoprotéine gpl2O et le récepteur CD4 affectant par conséquent l’infectivité des
particules virales produites (Chapitre 3). Ainsi, dans un premier temps, nous avons
voulu déterminer si l’accumulation de particules virales à la surface de la cellule
observée en absence de Vpu et la présence de virions possédant plusieurs capsides
pouvaient être le résultat direct de ces interactions Env/CD4. Les cellules 293T ont
été cotransfectées avec les constructions provirales HxBHl0-vpu (Vpu), HxBH1O-
vpu (Vpu) et l’expresseur SVCMV-CD4 ou le plasmide contrôle. 48 heures post
transfection, les cellules ont été fixées à la glutaraldéhyde puis traitées pour
l’observation au microscope électronique à balayage. Toutes les images ont été
réalisées à un grossissement de 20 000X.
En présence de Vpu, les particules virales présentes à la surface de la cellule
sont sphériques, d’une taille approximative de l00nm et possèdent une morphologie
normale (Fig. 2, Vpu). Toutefois, lorsque Vpu n’est pas exprimé, on peut observer la
formation de larges agrégats à la surface de la cellule suggérant un défaut de
morphogenèse important. À fort grossissement, ces agrégats semblent être la
conséquence d’un problème de relâche efficace des particules virales puisqu’en
observant attentivement, il apparaît que les agrégats sont le résultat de l’accumulation
de nombreuses particules virales sphériques se regroupant sous forme de grappes
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Figure 1. La protéine Vpu du VIII-1 influence la morphogenèse
virale. En absence de Vpu, les virus produits à partir de cellules T
s’accumulent à la surface de la cellule et ne sont pas relâchés
efficacement. Des études de microscopie électronique ont permis de
mettre en évidence qu’une grande proportion des particules virales
bourgeonnantes se retrouvent toujours en association avec la cellule et
présentent des différences significatives de taille et de morphologie
résultant quelquefois en la formation de particules virales possédant
plusieurs capsides (Indiqué par les flèches).
Yao et al. .L AIDS, 6:135-141, 1993
































































































































































































































































donnant ainsi l’apparence d’agrégats de morphologie aberrante (Fig. 2, Vpu).
Finalement, l’apparition de ces agrégats ne semble pas liée à l’expression de CD4
puisque la morphologie des particules virales demeure similaire que CD4 soit présent
ou non à la surface de la cellule (Fig. 2, en présence de CD4). Ainsi, la protéine Vpu
du VIE-l influence la morphogenèse virale et ce, indépendamment de l’expression
de CD4. Conséquemment, la formation de complexes gpl2O/CD4 ne serait pas
responsable de l’apparition des agrégats viraux à la surface des cellules infectées par
un virus n’exprimant pas Vpu.
2.2 Vpu, par sa fonction de relâche facilitée des virions, influence la
morphogenèse du VIII-1.
Étant donné que les défauts de morphogenèse observés en absence de Vpu ne
semblent pas dépendre de l’expression du récepteur CD4 dans les cellules infectées,
nous avons voulu déterminer si la fonction de relâche facilitée de Vpu pouvait être en
cause. Ainsi, nous avons utilisé différents mutants de Vpu dont les phénotypes sont
exclusivement associés soit à la perte de la fonction de relâche facilitée des particules
virales de la cellule infectée (Vpuhte6), soit à l’absence de l’induction de la
dégradation du récepteur CD4 au niveau du RE (Vpu52”56) (Fig. 3) (174, 516). Les
cellules 2931 ont été transfectées avec les constructions provirales HxBHl0-vpu
(Vpuj, HxBHIO-vpu (Vpu), HxBH1O-vpu52156 (52/56), HxBHl0vpulle6 (fle6). 4$
heures post-transfection, les cellules sont fixées à la glutaraldéhyde puis traitées pour
l’observation par microscopie électronique à balayage. Globalement, les résultats
montrés à la figure 4 indiquent clairement que l’apparition des agrégats à la surface
de la cellule est directement liée à la fonction de relâche facilitée médiée par Vpu
5’J56puisque les vinons produits en presence du mutant de degradation de CD4 (Vpu
- )
présente des morphologies comparables à celles observées lorsque la protéine Vpu de
type sauvage est exprimée (Fig. 4, comparer Vpu et Vpu52156). Inversement,
l’expression d’un mutant de relâche de (VpUfle6) entraîne la formation de particules
virales de morphologie aberrante similaire à ce qui est observé lorsque Vpu n’est pas














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Vpu’8’9 dont l’expression engendre également une perte de relâche facilitée (résultats
non montrés) (516).
Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’il est tout de même possible
d’observer des agrégats viraux et ce, même si Vpu est exprimé. Inversement, dans
quelques rares cas, nous avons été en mesure d’observer des particules virales dont la
morphologie n’est pas affectée par l’absence d’expression de Vpu. Toutefois, lorsque
les phénotypes morphologiques de type sauvage et aberrant sont quantifiés, la
corrélation entre la fonction de relâche et l’apparition des agrégats viraux demeure
(Fig. 4). Donc, Vpu, par sa fonction de relâche facilitée des virions, influence la
morphogenèse du VN- 1.
2.3 Les virions attachés à la surface de la cellule possèdent la même densité
que les particules virales relâchées
Une des hypothèses pouvant expliquer la présence de particules virales de
morphologie aberrante à la surface des cellules infectées n’exprimant pas Vpu
pourrait être que les virions ne seraient pas relâchés efficacement dû au mauvais
ciblage de Gag au site d’assemblage. fl a été démontré que le VIH-l bourgeonne au
niveau des radeaux lipidiques (312, 378). La composition lipidique de ces régions
spécialisées de la membrane plasmique étant différente due à leur importante
concentration de cholestérol et de sphingolipides, il est possible que les virions ne
bourgeonnant pas au niveau de ces régions puissent présenter des densités
différentes. Ainsi, nous avons voulu évaluer et comparer la densité des particules
virales relâchées dans les surnageants et la densité des particules virales associées à la
membrane plasmique. Les constructions provirales HxBH 1 0-vpu (Vpu) et
HxBH1O-vptï (Vpu) ont été transfectées dans les cellules MT4. Au jour 3, les
sumageants sont récoltés et les virus attachés à la cellule, détachés par vortex (276).
Les virus sont alors concentrés puis soumis à une ultracentrifugation sur gradient de
sucrose de 20-60%. Les différentes fractions sont récoltées puis analysées par
immunobuvardage pour déterminer la distribution de la p24 dans le gradient et la RI




















































































































































































































































































































































































































































































Les résultats présentés à la figure 5 nous montrent que peu importe la population
virale, les densités des particules virales restent les mêmes. En effet, les densités
moyennes mesurées pour 6 expériences indépendantes se situent toutes aux alentours
de 1,17g/ml ce qui correspond à la densité établie du VIH-1 (134, 424). Donc, les
virions attachés à la surface de la cellule possèdent la même densité que les
particules virales relâchées que Vpu soit exprimé ou non. Dans l’ensemble, ces
résultats nous montrent que l’apparition de morphologie aberrante n’affecte pas la
densité des particules virales. Toutefois, vu les images obtenues en microscopie
électronique, il est clairement évident que la taille des particules virales semble
différente. Cependant, des études supplémentaires sur gradient de sucrose seraient
nécessaires afin de définir dans quelle mesure la taille de ces agrégats est différente
de celle des particules virales isolées. Par ailleurs, le fait que la densité des agrégats
soit similaire à la densité des particules isolées n’exclut tout de même pas la
possibilité que ce défaut de morphologie soit dû à un mauvais ciblage des
composantes structurales du virus à la membrane au niveau de sites dont le ratio
protéo-lipidique serait similaire à ce qui est observé au niveau du virion.
2.4 Les aberrations morphologiques observées en absence de Vpu permettent
une meilleure adsorption du virus à la cellule cible
Des études sur la morphogenèse virale ont démontré que le potentiel
infectieux des particules virales de morphologies aberrantes était affecté (424). Ainsi,
maintenant que nous avons démontré que Vpu, par sa fonction de relâche facilitée,
influence la morphogenèse virale, nous avons voulu déterminer si le défaut de
morphogenèse engendré par l’absence d’expression de Vpu pouvait affecter
l’infectivité des particules virales du VIH-l. Les constructions provirales HxBH1O-
vpu (Vpu) et HxBH1O-vpu (Vpu) ont été transfectées dans les cellules 293T. 48
heures post-transfection, les surnageants sont récoltés et les virus attachés à la cellule,
détachés par vortex. La production virale est évaluée par une mesure de l’activité RT.
L’infectivité des virus produits dans chaque culture est évaluée par un essai MAGI.
Dans la première partie de mes travaux, nous avons pu démontrer que dans un
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système transitoire où CD4 n’est pas exprimé dans la cellule infectée, l’infectivité des
virions relâchés est la même et ce, que Vpu soit exprimé ou non. Donc, dans un
premier temps, nous avons voulu évaluer et comparer l’infectivité des virions
relâchés dans le surnageant et l’infectivité des virions attachés à la cellule infectée.
Les résultats de la figure 6 démontrent que lorsque Vpu est exprimé, aucune
différence d’infectivité n’est observé et ce, que les virions soient associés à la cellule
ou relâchés dans le surnageant. Par contre, on remarque que les virions produits en
absence de Vpu et qui sont attachés à la cellule semblent 4 fois plus infectieux que
les virions qui sont relâchés.
De ce fait, il a été démontré que l’inoculation du Vffl-1 par centrifugation
(spinoculation) permet d’augmenter l’efficacité d’ adsorption des virions en facilitant
le dépôt des particules virales sur la monocouche cellulaire (376). Ainsi, nous avons
voulu savoir si, en absence de Vpu, les différences d’infectivité observées entre les
virus attachés à la cellule et les virus relâchés étaient la conséquence d’une
sédimentation plus efficace des agrégats viraux sur la monocouche de cellules Hela
LTR-j3-gal et ce, dû à leur taille qui apparaît plus grande telle qu’observée par
microscopie électronique. Les cellules Hela-LTR--gal ont été infectées avec les
virions produits en absence ou en présence de Vpu. Ces virions sont soit attachés à la
cellule ou relâchés dans le surnageant. Pendant la période d’adsorption, les cellules
Hela-LTR-f3-gal ensemencées dans des plaques de 24 puits sont mises en présence du
virus puis spinoculées pour des durées variant de O à 2 heures. Tout d’abord, nous
pouvons voir que les résultats de la figure 6 confirment que la spinoculation
facilitent les étapes de pré-entrée du virus. En effet, après 1 heure de spinoculation,
nous obtenons en moyenne deux fois plus de cellules infectées pour atteindre une
efficacité d’infection maximale après deux heures de spinoculation où le nombre de
cellules infectées est quatre fois plus important que sans spinoculation (fig. 6; Vpu
relâché, Vpu relâché et Vpu associé à la cellule). Toutefois, le nombre de cellules
Hela-LTR-f3-gal infectées par les virions attachés à la surface de la cellule et produits








































































































































































































































































































































































































































































Ce qui suggère que l’attachement à la cellule cible des agrégats viraux présents à la
surface des cellules infectées par un virus Vpu est probablement facilité par la taille
des agrégats qui, étant plus lourd, sédimentent plus aisément sur la monocouche de
cellules Hela-LTR-f3-gal. Ainsi, après deux heures de spinoculation, toutes les
populations virales ont le même potentiel infectieux, que les virions soient produits
en absence ou en présence de Vpu ou encore qu’ils soient relâchés dans le surnageant
ou en association avec la membrane plasmique. Donc, les aberrations
morphologiques observées en absence de Vpu n’affectent pas le potentiel infectieux
des particules virales quoique la présence de ces agrégats pourrait éventuellement
faciliter la transmission de cellules à cellules des virus en permettant une meilleure
adsorption du virus à la cellule cible.
2.5 L’accumulation de particules virales à la surface de la cellule en absence
de Vpu facilite la transmission vira]e de cellules à cellules et favorise
l’apparition des effets cytopathiques
Une étude récente a mis en évidence que des virus défectifs pour l’expression
de Vpu s’accumulaient à la surface de la cellule et se propageaient plus efficacement
lors de transmission de cellule à cellule que des virus exprimant un Vpu de type
sauvage (223). Lors des études de réplication du virus dans les cellules T, il est bien
établi qu’il n’existe aucun délai dans l’apparition du point culminant de la production
virale et ce, même si le potentiel infectieux des virus Vpu-défectif est grandement
diminuer comparativement aux virus Vpu tel que démontré dans le chapitre 3 du
présent ouvrage (Fig. 7A) (276). Cependant, lorsque nous étudions l’apparition des
effets cytopathiques dans les cellules T CD4 MT4, nous constatons que dans les
cultures infectées avec un virus Vpu, les syncytia apparaissent beaucoup plus
rapidement. En effet, tel que décrit précédemment, le maximum de syncytia est
observé au jour 4 dans les cultures Vpu comparativement au jour 5 pour les cultures
Vpu (Fig. 7B) (562). Ainsi, l’absence de délai de réplication obtenu pour les virus
défectifs pour Vpu peut en partie être expliqué par le fait que la propagation virale se
produit principalement par transmission de cellules à cellules plutôt que par infection
par des virus libres présents dans les fluides de culture. Cette transmission facilitée
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par contact cellulaire pourrait alors compenser en partie pour la perte d’infectivité
observée pour les virus Vpu et conséquemment entraîner une cinétique de réplication
similaire à celle du VN de type sauvage.
Nous avons donc voulu savoir si la présence de ces agrégats pourrait
éventuellement faciliter la transmission de cellules à cellules des virus. Afin d’étudier
indirectement la propagation de cellules à cellules, nous avons donc utilisé un
système en transitoire nous permettant de mesurer l’efficacité de la fusion cellulaire.
Les constructions provirales HxBH1O-vpu (Vpuj et HxBH1O-vpu (Vpu) ont été
transfectées dans les cellules 293T. 48 heures post-transfection, les surnageants sont
récoltés puis l’activité RT mesurée. Des quantités similaires de virus sont utilisées
pour infectées la lignée indicatrice 1G5 qui exprime le gène rapporteur de la
luciférase sous le contrôle du LTR du VIIi-l. 17 heures post-infection, on ajoute de
l’AZT afin de limiter la propagation virale à un seul cycle d’infection et ainsi pouvoir
mesurer l’augmentation de l’activité luciférase due à l’infection initiale de la cellule
ainsi qu’à sa fusion subséquente avec une cellule non-infectée où la protéine Tat de la
cellule infectée pourra transactiver le LTR-Luciférase de la cellule non-infectée. Les
résultats présentés à la figure 7C indiquent qu’en absence de Vpu, la fusion entre les
cellules se produits de manière beaucoup plus efficace qu’en présence de Vpu. En
effet, l’activité luciférase est 12 fois plus importante dans les cultures infectées avec
un virus Vpu qu’avec un virus Vpu. Toutefois, lorsque des quantités croissantes
d’anticorps neutralisants sont ajoutées aux cultures, on remarque une inhibition dose
dépendante de la fusion entre les cellules infectées et non-infectées. En effet, lorsque
des quantités optimales d’anticorps neutralisants sont ajoutées, on remarque que
l’activité luciférase mesurée dans les cultures infectées par un virus Vpu se compare
à l’activité luciférase mesurée pour les cultures infectées avec un virus Vpu et ce,
probablement du à une diminution de la fusion cellulaire. Dans l’ensemble, ces
résultats suggèrent que l’accumulation de particules virales à la surface de la cellule
en absence de Vpu pourrait faciliter la transmission virale de cellules à cellules et
contribuer à l’apparition des effets cytopathiques en favorisant la fusion cellulaire.
Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que l’augmentation de la fusion cellulaire
observée en absence de Vpu soit simplement le résultat d’une meilleure expression
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de l’Env à la surface de la cellule dû au cadre de lecture muté de Vpu. Ainsi, il serait
pertinent de réaliser cette même analyse en utilisant un mutant de Vpu affectant la
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Figure 7. L’accumulation de particules virales à la surface de la cellule en
absence de Vpu facilite la transmission virale de cellules à cellules et favorise
l’apparition des effets cytopathiques. A et B) Les cellules MT4 ont été infectées
avec des quantités équivalentes de virus HxBH1O-vpu4 (À), HxBH1O-vpic (•) ou
non-infectées (•). À des intervalles de temps réguliers suivant l’infection, les
surnageants sont récoltés. La production virale est déterminée en mesurant
l’activité RT et l’apparition des effets cytopathiques est quantifiée en évaluant la
formation de syncitia.






Figure 7 (suite). L’accumulation de particules virales à la surface de la
cellule en absence de Vpu faci]ite la transmission virale de cellules à cellules
et favorise l’apparition des effets cytopathiques. C) Essai d’infectivité
utilisant la luciférase. Les constructions provirales HxBHlO-vpu (Vpu) et
HxBH1O-vpu (Vpir) ont été transfectées dans les cellules 2931. 4$ heures post
transfection, les surnageants sont récoltés puis l’activité RI mesurée. Des
quantités similaires de virus sont utilisées pour infectées la lignée indicatrice
1G5 qui exprime le gène rapporteur de la luciférase sous le contrôle du LTR du
VIH-l. 17 heures post-infection, de l’AZT et des quantités croissantes
d’anticorps neutralisants anti-CD4 et anti-gp-120 sont ajoutés. 4$ heures post
infection, l’activité luciférase est mesurée.
___.!.
Concentration croissante d’anticorps neutralisants
Chapitre 5
Études des implications fonctionnelles de la dimérisation de la molécule CD4 lors de
l’infection par le VIII-1
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1. Préambule
Finalement, la dernière partie de mes travaux porte sur la molécule CD4. La
molécule CD4 est une glycoprotéine d’environ 55 KDa exprimée principalement à la
surface des thymocytes, des lymphocytes T auxiliaires, des macrophages, des
monocytes et des cellules de Langherans. Cette protéine transmembranaire est
composée de 4 domaines extracellulaires (Dl à D4) présentant une homologie avec la
superfamille des immunoglobulines, d’une région transmembranaire et d’une courte
queue intracytoplasmique (352). La structure cristallographique de Dl à D4 de la
molécule prédit un site d’homodimérisation situé en D4 (556). Outre ses fonctions
lors de l’ontogénie des thymocytes, CD4 joue un rôle crucial lors de l’activation des
lymphocytes T matures suite à la reconnaissance d’un antigène (352). Par ailleurs,
CD4 a été identifié comme étant le principal récepteur du virus de
l’immunodéficience humaine (VJH-1) (326).
L’objectif principal de cette partie de mes travaux est d’identifier les
composantes responsables de la multimérisation de CD4 et d’en définir les impacts
fonctionnels lors de l’infection par le VIH- 1. Des conditions semi-dénaturantes ont
été mises au point afin de visualiser des formes multimériques de CD4 soit par
immunoprécipitation, soit par Western blotting. Ces conditions ont également permis
d’établir que 561ck interagit avec la forme dimérique et/ou monomérique de CD4.
Des études de mutagenèse du domaine D4 de CD4 réalisées dans le laboratoire du Dr
Sékaly indiquent que ce site contribue à la dimérisation de la molécule, confirmant
ainsi ce que prédisaient les études cristallographiques (556). De plus, leurs travaux
ont également permis de démontrer qu’à la surface de la cellule, CD4 est présent sous
forme dimérique. De ce fait, des études fonctionnelles ont été amorcées afin de
vérifier l’importance de la dimérisation de CD4 lors de l’infection par le VIH- 1. Des
études préliminaires effectuées dans des lignées lymphocytaires isogéniques
exprimant les mutants de dimérisation de CD4 semblent démontrer des délais
substantiels de réplication du virus. Par conséquent, ces études pourraient
éventuellement contribuer au développement d’approches pratiques permettant de
mieux contrôler la réplication du Vffi-I et ses conséquences pathogéniques.
117
Quelques uns des résultats présentés dans cette section ont fait l’objet d’une
publication dans Journal of Immunology et ont été publiés grâce à une collaboration
avec Maria-Cristina Moldovan et Abdelkader Yachou du laboratoire du Dr R.P.
Sékaly de l’université de Montréal. La publication est présentée à l’annexe 2 du
présent ouvrage.
Moldovan, M. C., Yachou, A., Levesque, K., Wu, H., Hendrickson, W. A., Cohen,
E. A. and Sekaly, R. P. 2002. CD4 dimers constitute the functional component
required for T cell activation. J. Immunol. 169 :6261-8.
2. Résu]tats
2.1 La molécule CD4 existe sous forme homo-oligomérique
Les études de cristallographie de CD4 ont permis de mettre en évidence que la
molécule pouvait exister sous forme dimérique (556). La dimérisation et
l’oligomérisation des récepteurs cellulaires constitue fréquemment une étape clé
nécessaire aux récepteurs afin de médier leur fonction (222). Ainsi, dans un premier
temps, nous avons voulu déterminer si la molécule CD4 pouvait exister in vivo sous
forme dimérique. Des conditions non-dénaturantes ont été mises au point afin de
pouvoir visualiser ces dimères dans un système d’expression en transitoire. Les
cellules COS-7 ont été transfectées avec l’expresseur SVCMV-CD4 (CD4) ou le
plasmide contrôle (Mock). 48 heures post-transfection, les cellules sont lysées dans
du tampon digitonine 0,5% puis les lysats immunoprécipitées avec des anticorps
monoclonaux dirigés contre CD4. Les complexes immuns sont séparés par
électrophorèse en condition non-dénaturante, i.e. en absence de SDS et de J3-ME,
transferrés sur membrane de nitrocellulose puis analysés par immunobuvardage en
utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre CD4. L’anticorps OKT4 utilisé
pour les immunoprécipitations interagit avec CD4 au niveau du domaine D3 ce qui
par conséquent ne devrait pas interférer avec la formation des dimères. Donc, par
immunobuvardage, nous avons été en mesure de mettre en évidence des complexes
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protéiques dont les masses moléculaires approximatives de 55, 110 et 220 kDa
correspondent à la taille estimée que prendraient les formes monomériques,
dimériques et tétramériques de CD4 (Fig. lA). Ces résultats démontrent également
que l’oligomérisation de CD4 est indépendante de la présence de protéines
spécifiques aux lymphocytes T telle la tyrosine kinase p56lck (Fig. lA-B).
Dans les cellules T, l’expression de surface de CD4 est maintenue grâce à son
association avec la tyrosine kinase 56tck (397). Nous avons donc voulu déterminer si
les oligomères de CD4 pouvaient interagir avec la tyrosine kinase p561C1(. Les
expresseurs SVCMV-CD4 ou SVCMVCD4C42O2A ont été co-transfectés dans les
cellules COS-7 avec l’expresseur SVCMV-p56lck ou le plasmide contrôle. 48 heures
post-transfection, les cellules sont radiomarquées, lysées dans du tampon digitonine
0,5% puis immunoprécipitées avec des anticorps monoclonaux dirigés contre CD4
(OKT4). Lorsque CD4 et la tyrosine kinase p56lck sont simultanément exprimées,
nous observons la présence de trois bandes supplémentaires correspondant
vraisemblablement à la 56Ick (lck), au dimère de CD4 en association avec une
molécule de p56lck (D-lck) et au dimère de CD4 en association avec deux molécules
de 561ck (D-lck-lck) (Fig. lB). Lorsque l’expresseur SVCMVCD4c42o2\, un mutant
de CD4 ayant perdu la capacité de se lier à 561ck est co-transfecté avec la tyrosine
kinase, ces bandes supplémentaires disparaissent indiquant qu’elles sont le résultat de
l’interaction de CD4 avec p56lck. Dans l’ensemble, ces résultats démontrent que
CD4 est capable d’homo-oligomérisation indépendamment de la présence de
protéines spécifiques aux lymphocytes T et que la forme dimérique de CD4 interagit
avec la tyrosine kinase 561ck
2.2 La dimérisation de la molécule CD4 semble être importante pour la
réplication du VIH4
Maintenant que nous avons démontré que CD4 existe in vivo sous forme
dimérique, nous avons voulu déterminer si la dimérisation de CD4 pouvait être
importante lors de l’infection par le VIH-l. Des études effectuées au sein du
laboratoire du Dr Sékaly ont permis d’établir que le domaine D4 de CD4 était
impliqué dans la dimérisation de la molécule. De manière plus précise, les résultats
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obtenus ont permis de démontrer 1’ importance des acides aminés K3 18 et Q344 dans
la formation des dimères de CD4 (Annexe 2). Ces acides aminés sont situés dans
l’interface de dimérisation de CD4 tel que prédit par la structure cristallographique de
la molécule. Donc, afin d’évaluer l’importance de la dimérisation du récepteur CD4
dans l’infection par le VIH-1, nous avons utilisé des lignées stables A2.O1 générées
dans le laboratoire du Dr Sékaly exprimant divers mutants ponctuels situés dans
l’interface de dimérisation de CD4. Les lignées ont été infectées avec des quantités
équivalentes de virus pNL4.3. À des intervalles de temps réguliers, les sumageants
des cultures ont été récoltés. La production virale a été évaluée par un essai RT. Les
résultats présentés à la figure 2 indiquent que la dimérisation de CD4 pourrait être
importante lors de la réplication du VII-I-1. En effet, dans la lignée MA15 exprimant
la molécule CD4 de type sauvage, le maximum de la production virale est atteint au
18e jour de la cinétique de réplication du virus. Des résultats similaires sont obtenus
pour la lignée exprimant un mutant de CD4 dont le phénotype de dimérisation n’est
pas affecté (Fig.2, N35$R). Toutefois, lorsque des lignées exprimant des mutants
entraînant la perte de dimérisation de CD4 (Fig.2, K3 18E ou Q344E) sont infectées,
la production virale débute vers le jour 18 et n’a toujours pas atteint son apogée au
33e jour de la cinétique. Donc, la perte de dimérisation de CD4 entraîne des délais
substantiels de la réplication du VIH-l; délai occasionnant un retard d’au moins 12 à














Figure 1. La molécule CD4 existe sous forme monomérique, dimérique et
tétramérique. A. CD4 existe sous forme multimérique. Les cellules COS-7 ont été
transfectées avec l’expresseur SVCMV-CD4 (CD4) ou le plasmide contrôle (Mock).
48 heures post-transfection, les cellules sont lysées dans du tampon digitonine 0,5%
puis immunoprécipitées avec l’OKT4. Les complexes immuns sont séparés par
électrophorèse en condition non-dénaturante, transferrés sur membrane de
nitrocellulose puis analysés par immunobuvardage en utilisant des anticorps
polyclonaux dirigés contre CD4.
B. Les dimères de CD4 interagissent avec p56lck. Les expresseurs SVCMV-CD4 ou
$VCMVCD4c42o2A ont été co-transfectés dans les cellules COS-7 avec l’expresseur
$VCMV-p56lck ou le plasmide contrôle. 48 heures post-transfection, les cellules
sont radiomarquées, lysées dans du tampon digitonine 0,5% puis immunoprécipitées
avec des anticorps monoclonaux dirigés contre CD4 (OKT4) tel que décrit dans la














Figure 2. La dimérisation de la molécule CD4 semble être importante
pour la réplication du VIII-1. Les lignées stables A2.O1 exprimant divers
mutants de CD4 à des niveaux comparables tel que déterminé par analyse
de FACS ont été ïnfectées avec des quantités équivalentes de virus pNL4.3.
A des intervalles de temps réguliers, les surnageants des cultures ont été
récoltés. La production virale a été évaluée par un essai RT. Cette
expérience n’a été réalisée qu’une seule fois.






Rôle de la protéine virale Vpu dans le cycle de mu]tiplication du virus de
l’immunodéficience humaine de type 1 (VIII-1)
Outre les gènes gag, poÏ et env normalement retrouvés chez tous les
rétrovirus, le VN possède plusieurs cadres de lecture supplémentaires codant pour
les gènes accessoires vtf vpr/vpx, i’pu et nef Contrairement aux autres protéines
accessoires, Vpu est unique au VIH-1 et à quelques isolats simiens dont le STVc
(250). La protéine Vpu possède deux principales fonctions biologiques au cours de
l’infection par le VIH-1: i) Vpu facilite la relâche de particules virales
bourgeonnantes par un mécanisme indépendant de l’expression du récepteur CD4 et
de la glycoprotéine de l’Env (504, 563); et ii) Vpu induit la dégradation ciblée du
récepteur CD4 au niveau du RE (546). Quoique les conséquences de l’augmentation
de la relâche de particules virales médiée par Vpu au cours de l’infection par le VIE-
1 apparaissent évidentes — augmenter la propagation virale — le rôle de la dégradation
de CD4 initiée par Vpu demeure, quant à lui, incertain. Cette activité de Vpu sur CD4
doit certainement constituer un avantage sélectif non négligeable pour le virus
puisque le VIE-1 encode deux autres protéines contribuant également à diminuer
l’expression de surface du récepteur CD4: Nef et le précurseur gpl6O de l’Env, deux
protéines agissant à des étapes distinctes du cycle de multiplication du virus. De
nombreuses hypothèses ont été proposées afin d’expliquer la signification
fonctionnelle de cette diminution de l’expression de CD4 pendant l’infection. Tout
d’abord, l’élimination du récepteur viral de la surface de la cellule pourrait prévenir
certains effets cytopathiques résultant d’une infection multiple (24). Alternativement,
la diminution de l’expression de CD4 pourrait représenter un moyen efficace pour le
virus de prévenir la capture et l’agrégation des virions bourgeonnants à la surface de
la cellule; phénomène qui n’est pas sans rappeler la fonction de la protéine
neuraminidase du virus de l’influenza (390).
Au cours de mes travaux, nous avons pu mettre en évidence que la
dégradation de CD4 induite par Vpu permet la relâche de particules virales
pleinement infectieuses puisque la protéolyse du récepteur empêche son
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accumulation à la surface de la cellule et son incorporation subséquente dans les virus
bourgeonnants. En effet, l’accumulation de molécules de CD4 à la surface de la
cellule et son incorporation dans les virions produits en absence de Vpu entraînent
des conséquences délétères pour l’infectivité virale et ce, due à l’augmentation de la
formation de complexes gpl2O/CD4 à la surface du virus, réduisant conséquemment
le niveau d’Env fonctionnelle dans le vïrion. Ainsi, mes travaux ont permis d’établir
un lien fonctionnel entre la dégradation de CD4 induite par Vpu et le cycle
d’infection du VII-1-1 ainsi que la pathogenèse associée à l’infection puisque nous
démontrons qu’il existe un lien direct entre le potentiel infectieux du VIH-1 et la
capacité de Vpu à initier la dégradation de CD4.
Plusieurs évidences nous indiquent que l’effet de Vpu sur l’infectivité virale
corrèle étroitement avec l’expression de CD4 à la surface de la cellule. Tout d’abord,
les virus défectifs pour l’expression de Vpu ne montre pas une perte de leur potentiel
infectieux lorsque produit dans des cellules n’exprimant pas CD4 (Chap.3; Fig. 1C, D
et F). Ensuite, l’effet inhibiteur de CD4 sur le potentiel infectieux des virus Vpu est
dose-dépendant et directement proportionnel au niveau de CD4 exprimé à la surface
de la cellule. (Chap.3; Fig. lA et B, E et F). De plus, nous avons démontré qu’un
mutant de CD4 qui n’est pas sensible à l’action de Vpu et qui par conséquent n’est
pas dégradé affectait l’infectivité virale du VIII-1. De même, un mutant de Vpu
n’induisant pas la dégradation de CD4 est incapable de restaurer le potentiel
infectieux des virus à un niveau comparable à celui obtenu lorsque que Vpu est de
type sauvage. Ces résultats établissent un lien direct entre l’effet de Vpu sur
l’infectivité virale et sa capacité à induire la dégradation de CD4. (Chap.3; Fig. 1D).
II est important de mentionner que nos résultats ne sont pas uniquement obtenu dans
un système transitoire où CD4 se retrouve en surexpression, telles les cellules 293T
transfectées, mais sont également obtenus dans des lignées de cellules T CD4 MT4
et Jurkat ainsi que dans des cellules primaires comme les PBMCs renforçant ainsi
l’importance in vivo de ce phénomène à des niveaux d’expression de CD4 reflétant
les niveaux physiologiques exprimés à la surface des cellules cibles infectées par le
VIII-l.
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Une des hypothèses généralement acceptée est que la dégradation du
récepteur CD4 induite par la protéine Vpu du VIIi-l contribue à relâcher la
glycoprotéine de l’Env retenue dans le RE ce qui permet sa maturation, son transport
et son incorporation aux particules virales bourgeonnantes (547). Nos résultats
indiquent que la perte de l’infectivité observée en absence de Vpu corrèle plutôt avec
l’augmentation de l’expression de surface de CD4 et son incorporation subséquente à
la particule virale qu’avec une diminution du niveau d’Env incorporés dans le virion.
En fait, quoique les virus Vpu ou Vpu présentent des différences d’infectivité
marquées, le niveau de gp4l associé au virus demeure comparable dans les deux cas
(Chap.3; Fig. 3B et Fig 4B). Cependant, ce résultat n’exclut pas la possibilité que la
dégradation de CD4 puisse entraîner une augmentation de la libération du précurseur
de l’Env du RE tel que déjà rapporté (547). Toutefois, cette libération plus efficace
ne se traduit pas par une incorporation accrue de la glycoprotéine de l’Env dans les
virions. Par ailleurs, ce résultat indique également que la perte d’infectivité observée
pour les virus n’exprimant pas Vpu n’est pas la conséquence d’une incorporation
moins importante de l’Env dans les virions.
L’effet de Vpu sur l’infectivité virale corrèle fortement avec la capacité de
CD4 à lier la gpl2O. En effet, l’expression à la surface de la cellule et l’incorporation
d’un mutant de CD4 incapable de lier la gpl2O n’affecte en rien l’infectivité virale
des virus produits en l’absence de Vpu (Chap.3; Fig. 3D). Par ailleurs,
l’incorporation à proprement parlé de CD4 au niveau de la particule virale ne semble
pas affecter l’infectivité virale en modifiant l’architecture générale de la particule
virale puisque le pseudotypage des virus n’exprimant pas Vpu avec la glycoprotéine
VSV-G rétablit entièrement le potentiel infectieux des virions (Chap.3; Fig. 3E).
Donc, le modèle le plus probant émergeant de ces résultats pourrait être que le
recrutement de CD4 au niveau du virion affecte l’infectivité du VIH-l en induisant la
formation de complexes avec la gpl2O à la surface du virus ce qui a pour effet de
saturer les sites de liaisons de CD4 sur les molécules de gpl2O diminuant ainsi le
niveau d’Env fonctionnelle présentes à la surface des virions. Donc, Vpu, en
diminuant l’expression de surface de CD4 et son incorporation dans les particules
virales, réduit cette interférence en permettant la relâche de virion possédant des Env
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fonctionnelles capables de se lier avec les molécules de CD4 présentes à la surface
des cellules cibles. Finalement, malgré que nos résultats indiquent que la diminution
de l’expression de surface induite par Nef et Vpu soit requise pour obtenir un
potentiel infectieux optimal, il est difficile d’éliminer que l’effet synergétique
observé sur le potentiel infectieux (Chap.3; Fig. 5) soit uniquement associé à l’effet
de Nef sur l’endocytose de CD4 puisqu’il est bien établi que Nef peut contribuer à
l’infectivité virale indépendamment de son action sur CD4 (87).
La capacité du VIH à moduler négativement l’expression de surface de CD4
représente un facteur important de la pathogenèse virale et confère probablement un
avantage sélectif au virus lors de la réplication in vivo. À cet effet, plusieurs études
récentes ont permis de mettre en évidence que la diminution de l’expression de CD4
médiée par Vpu et/ou Nef contribue à la propagation virale (41, 104, 291,437, 507).
Toutes ces études démontrent qu’une forte expression de CD4 à la surface de la
cellule infectée interfère avec la production de particules virales infectieuses; les
mécanismes proposés étant toutefois différents. Ross et al. ont démontré que la
surexpression de CD4 dans les cellules fibroblastiques 293T exprimant le VIH-1 entraîne
une diminution globale de la relâche de particules virales sans toutefois altérer le
potentiel infectieux des virions relâchés (437). Cette étude démontre que cette inhibition
de la relâche virale est dépendante de l’interaction spécifique intervenant entre CD4 et la
glycoprotéine de l’enveloppe virale. Par ailleurs, ils ont également démontré que
l’expression de Nef pouvait efficacement abolir cette inhibition de la relâche de
particules virales. Dans l’ensemble, les auteurs proposent que l’inhibition de la relâche
des virions serait la conséquence directe de l’attachement des molécules de CD4
présentes à la surface cellulaire avec l’enveloppe des virions bourgeonnants entraînant
ainsi une rétention des particules naissantes à la surface de la cellule (Fig. 1C).
Cependant, des études subséquentes ont prouvé que quoique ce phénomène soit possible,
il ne peut être démontré qu’à des concentrations de CD4 qui ne sont pas physiologiques
(104). Par ailleurs, Bour et al. ont également mis en évidence que l’expression de CD4 à
la surface de la cellule inhibe la relâche de particules virales mais ce, indépendamment
de l’expression de l’Env (41). Ainsi, les auteurs ont suggéré que CD4 agissait en
empêchant Vpu de médier sa fonction de relâche facilitée des virions. L’infectivïté des
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virions n’a pas été analysée dans cette étude. Par ailleurs, Lama et aï. ont démontré que
l’expression de CD4 à la surface de la cellule infectée induit une réduction drastique du
potentiel infectieux des virions relâchés (291). Les auteurs montrent que la perte
d’infectivité observée en présence d’une forte expression de CD4 serait le résultat d’un
phénomène de séquestration de l’Env loin des sites d’assemblage induit par CD4 ce qui
par conséquent entraînerait une diminution de l’incorporation de l’Env dans les particules
virales bourgeonnantes (Fig. 1D). Tandis que l’effet de Nef sur l’incorporation de
l’Env dans ces études est bien marqué, l’effet de Vpu quant à lui, n’apparaît pas aussi
clairement. L’analyse biochimique des protéines virales a permis de mettre en évidence
qu’en absence de Vpu et/ou NeL CD4 peut être incorporé à la particule tout en bloquant
efficacement l’incorporation de l’Env dans les virions. Plus récenmient, Cortes et al. ont
confirmé ces résultats dans les lignées Jurkat T et ont ainsi montré que CD4,
lorsqu’exprimé à des niveaux physiologiques, interfère de manière enveloppe-
dépendante avec le potentiel infectieux des particules virales relâchées (104). Quant à
Tanaka et al. , leur étude a permis de confirmer les résultats obtenus au cours de nos
travaux i.e. qu’en absence de Vpu, l’incorporation de CD4 dans le virion entraîne la
formation de complexes CD4/Env diminuant ainsi le niveau d’Env fonctionnelle à la
surface du virion ce qui a pour effet du diminuer drastiquement le potentiel infectieux des
particules virales (Fig. lB) (507). Ces résultats ont d’ailleurs été suggérés par une étude
de Hartley et al. qui montre que des virus produits en absence de CD4 ont une capacité
d’interaction subséquente avec CD4 qui est de 100 à 10 000 fois plus élevée que
lorsque que les virus sont produits dans des cellules exprimant CD4 (230). Donc,
toute ces études ont permis de mettre clairement en évidence que l’expression de surface
de CD4 représente un facteur pouvant influencer l’assemblage et la relâche des particules
virales entraînant ainsi des conséquences marquées sur la propagation virale.
À présent, on ne peut toujours pas expliquer les différences observées quant
au niveau d’Env incorporé dans les virions en présence ou en absence de Vpu et/ou
Nef. En effet, contrairement à Lama et aï., en utilisant des virus Nef isogéniques sauf
pour l’expression de Vpu, nous n’avons pas pu mettre en évidence une telle
inhibition de l’incorporation de l’Env lorsque les virus sont produits en absence de
Vpu suggérant que les mécanismes par lesquels Nef et Vpu contribuent à l’infectivité
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virale sont complémentaires quoique distincts. Par ailleurs, il est bien établi que
l’Env du VIH-1 peut être endocytosée par la machinerie cellulaire utilisant les
molécules adaptatrices de clathrine (440). Cette même machinerie est ciblée par Nef
afin de médier l’intemalisation du récepteur CD4 (219). Donc, il est possible que le
niveau plus important d’Env associé au virion lorsque Nef est exprimé puisse être la
conséquence d’une redirection de la machinerie endocytique induite par Nef afin
d’initier l’intemalisation de CD4 diminuant conséquemment l’endocytose de l’Env et
permettant ainsi une meilleure incorporation de l’Env dans la particule virale
bourgeonnante. Des expériences visant à analyser la contribution relative de Nef et de
Vpu dans le processus de la diminution de l’expression de CD4 pourrait ainsi être
envisagées afin de déterminer les répercussions réelles de ce phénomène sur la
fonction de l’Env.
fi apparaît de plus en plus évident que les fonctions des protéines accessoires
du virus contribuent à la pathogenèse virale in vivo. Quoique certaines études aient
pu mettre en lumière l’importance de l’expression de Nef et Vpu lors de la
propagation virale dans des modèles de singe, les données concernant l’importance
de la protéolyse du récepteur CD4 in vivo commencent à peine à émerger.
Récemment, dans un modèle de souris SC1D, il a été démontré que la capacité de Nef
à diminuer l’expression de CD4 corrélait avec une déplétion sévère des thymocytes
sans toutefois affecter la réplication du virus (502). Par ailleurs, une étude réalisée
chez le macaque a permis de démontrer qu’un virus SHW possédant un cadre de
lecture non fonctionnel pour la protéine Vpu acquérait rapidement des mutations
compensatoires au niveau des gènes de l’env et de nef suggérant que le virus pourrait
chercher à optimiser l’induction de la diminution de l’expression de surface de CD4
par d’autres mécanismes telle l’accélération de l’endocytose du récepteur (488). Par
ailleurs, des résultats non publiés ont permis de confirmer davantage l’importance de la
dégradation de CD4 dans l’infection par le VIN. En effet, en utilisant le modèle SHW,
Griffin et al. ont démontré que la progression de la maladie était significativement
retardée lorsque les sites de phosphorylation 52 et 56 étaient mutés. Donc, in vivo, il
semblerait que les fonctions de relâche et de dégradation du récepteur CD4 soient
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requises afin que Vpu puisse contribuer de manière optimale à la pathogenèse virale
ainsi qu’ au développement de la maladie.
Quoique les mécanismes et le rôle de la dégradation de CD4 médiée par Vpu
lors de l’infection par la VIH-l soient mieux compris, les mécanismes sous-jacents
l’augmentation de la relâche de particules virales restent à être élucidés. Des études
de microscopie électronique réalisées avec des cellules T CD4 infectées ont
démontré qu’en absence de Vpu, les particules virales présentaient des morphologies
aberrantes (276, 562). En effet, dans ces conditions, une grande proportion des
particules virales se retrouvent toujours en association avec la cellule et montrent des
différences significatives de taille et de morphologie résultant quelquefois en la
formation de particules virales possédant plusieurs capsides. Ainsi, nous avons
cherché à déterminer si l’accumulation de particules virales à la surface de la cellule
observée en absence de Vpu et la présence de virions possédant plusieurs capsides
pouvaient être le résultat direct de ces interactions Env/CD4 qui entraîneraient la
fusion des particules virales. D’ailleurs, à cet effet, Sparacio et aï. avaient démontré
qu’il était possible d’obtenir des fusions membranaires inter-virions due à
l’incorporation du récepteur dans la particule virale (493).
Cependant, nous n’avons pas été en mesure d’établir la contribution de CD4 à la
formation de ces agrégats viraux. En effet, dans un système d’expression en
transitoire utilisant les cellules 293T, la formation d’agrégats peut être observé que
CD4 soit exprimé ou non (Chap. 4; Fig.2). Toutefois, ces résultats ne nous
permettent pas d’établir avec certitude que CD4 n’est pas impliqué dans la fusion des
virions puisque notre étude utilise essentiellement la microscopie à balayage ce qui
nous empêche de discerner l’architecture interne des virions ne nous permettant pas
d’observer la présence de virions possédant plusieurs capsides.
Malgré que CD4 ne semble pas impliqué dans l’accumulation de particules
virales à la surface de la cellule, nos résultats démontrent que Vpu, par sa fonction de
relâche facilitée, contribue à la morphogenèse virale. En effet, en utilisant différents
mutants de relâche de Vpu qui maintiennent leur capacité à dégrader CD4, nous
avons pu démontrer que l’apparition de ces morphologies était directement liée à la
capacité de Vpu à faciliter le bourgeonnement des particules virales (Chap. 4; Fig. 4).
130
Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’il est tout de même possible d’observer des
agrégats viraux et ce, même si Vpu est exprimé. Inversement, dans quelques rares
cas, nous avons été en mesure d’observer des particules virales dont la morphologie
n’est pas affectée par l’absence d’expression de Vpu. Toutefois, lorsque les
phénotypes morphologiques de type sauvage et aberrant sont quantifiés, la
corrélation entre la fonction de relâche et l’apparition des agrégats viraux demeure
(Chap. 4; Fig. 4). Les cellules 293T constituant un système de surexpression, il est
possible que même en présence de Vpu, les sites de bourgeonnement du virus soient
saturés occasionnant ainsi la formation d’agrégats similaires à ce qui est observé en
absence de Vpu. Par conséquent, ces résultats nous suggèrent que Vpu, par sa
fonction de relâche facilitée des virions, influence la morphogenèse du VIH-l
possiblement en empêchant l’accumulation de particules virales au site de
bourgeonnement ce qui préviendrait la formation des agrégats observés en absence de
Vpu.
Une des hypothèses pouvant expliquer la présence de particules virales de
morphologie aberrante à la surface des cellules infectées n’exprimant pas Vpu
pourrait être que les virions ne seraient pas relâchés efficacement dû au mauvais
ciblage de Gag au site d’assemblage. fl a été démontré que le VIN-l bourgeonne au
niveau des radeaux lipidiques (312, 378). La composition lipidique de ces régions
spécialisées de la membrane plasmique étant différente due à leur importante
concentration de cholestérol et de sphingolipides, il est possible que les virions ne
bourgeonnant pas au niveau de ces régions puissent présenter des densités
différentes. Toutefois, il nous a été impossible d’observer de variations de densité des
particules virales associées à la surface de la cellule et ce, que les virions soient
produits en absence ou en présence de Vpu (Chap. 4; Fig. 5). Donc, en absence de
Vpu, le fait que la morphologie des virions soit altérée n’affecte en rien la densité de
la particule virale. Toutefois, vu les images obtenues en microscopie électronique, il
semble que la taille des particules virales semble différente. Cependant, des études
supplémentaires sur gradient de sucrose seraient nécessaires afin de définir dans
quelle mesure la taille de ces agrégats est différente de celle des particules virales
isolées. Par ailleurs, le fait que la densité des agrégats soit similaire à la densité des
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particules isolées n’exclut en rien la possibilité que ce défaut de morphologie soit dû
à un mauvais ciblage des composantes structurales du virus à la membrane plasmique
au niveau de sites dont le ratio protéo-lipidique serait similaire à ce qui est observé au
niveau du virion.
Vpu est capable de faciliter la relâche de Gag de rétrovirus hétérologues dont
le virus Visna. Contrairement au VIH, le précurseur Gag de Visna ne possède pas de
glycine en N-terminal pouvant servir de cible pour la myristilation (425). Comme
Vpu est en mesure de faciliter la relâche des particules de Visna, il est tentant de
spéculer que l’effet de Vpu sur la relâche est indépendant du ciblage aux membranes
de Gag. Cependant, il a été suggéré qu’en présence de Vpu, Gag était plus
efficacement ciblé aux membranes et que ce ciblage à la membrane était dépendant
du domaine myristillée de Gag (124). Les études sur l’assemblage tendent à
démontrer que Gag s’associe d’abord au niveau du cytoplasme pour ensuite être ciblé
à la membrane. Donc, nous pourrions penser que Vpu contribue à l’assemblage plus
efficace des intermédiaires de Gag permettant conséquemment un ciblage plus rapide
aux membranes ce qui viendrait expliquer comment Vpu pounait agir sur la relâche
de Visna. D’ailleurs, le groupe de Panganiban a pu identifier une protéine cellulaire
qui interagit non seulement avec Vpu, mais également avec Gag (UBP: Vpu-binding
protein) (60). Leur étude démontre qu’en présence de Vpu, la liaison de Gag à UBP
est diminuée (60). De plus, des analyses d’histoimmunochimie ont montré que la co
expression de Vpu entraîne une redistribution de Gag et UBP à la membrane
plasmique (226). UBP est une protéine dont la localisation est généralement nucléaire
etJou cytoplasmique où elle se retrouve en association avec le cytosquelette.
Dernièrement, Angeletti et al. ont pu mettre en évidence qu’il s’agissait d’une
cochaperone capable d’affecter l’activité de hsp7o (10). Donc, il est peut-être
possible que Vpu contribue à l’assemblage plus efficace des intermédiaires
d’assemblage de Gag au niveau du cytoplasme en recrutant UBP.
De manière alternative, Vpu pourrait faciliter le relâchement des particules
virales en altérant les propriétés de la membrane plasmique ou encore en recrutant un
facteur facilitant la fusion membranaire. À cet effet, il serait peut-être possible de
croire que Vpu agisse de manière analogue à l’annexine VU qui est requise lors de la
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fusion membranaire lors des phénomènes d’exocytose (78, 107, 314). D’ailleurs, un
motif analogue à l’annexine VU a été identifié au niveau de la NC de Gag (495). 11 a
été démontré que l’annexine VII serait impliquée dans la relâche de vésicules des
érythrocytes de manière Ca2 dépendante (446). D’ailleurs, lorsque le flux calcique
est affecté, on observe l’aggrégation et la fusion des vésicules à la surface des
érythrocytes, phénotype qui n’est pas sans rappeler les aberrations morphologiques
observées en absence de Vpu (475). 11 serait intéressant de voir comment les flux
calciques influent sur le processus de relâche facilité induit par Vpu.
Des études sur la morphogenèse virale ont démontré que le potentiel
infectieux des particules virales de morphologies aberrantes était affecté (424). Les
virions possédant des noyaux denses dont la morphologie est affectée sont incapables
d’initier correctement la rétrotranscription diminuant ainsi leur potentiel infectieux
(508). Malgré que la morphologie des virions attachés à la cellule en absence de Vpu
semble grandement affectée, leur potentiel infectieux demeure similaire à celui des
particules normales observées en présence de Vpu (Chap. 4; Fig. 6). Donc, quoique
morphologiquement différents, les virions agrégés à la surface de la cellule observés
en absence de Vpu ne semblent toutefois pas présenter de différences quant à leur
potentiel infectieux bien que la présence de ces agrégats pourrait éventuellement
faciliter l’adsorption des virions sur la cellule cible et ainsi favoriser la transmission
de cellules à cellules des virus. En effet, les résultats de spinoculation nous indiquent
que malgré que l’infectivité des agrégats soit similaire à celle des particules virales
isolées (pour une quantité de RT comparable), l’infection par les agrégats semble
facilitée. D’autre part, la plupart des études établissant que la morphologie des
particules virales influence le potentiel infectieux des virions montrent des virus dont
la capside ne se condense pas de façon adéquate suggérant un défaut de maturation
de p55Ga En absence de Vpu, ce phénotype n’est pas observé. En effet, malgré que
les virus puissent posséder plusieurs capsides, il apparaît que la maturation de Gag ait
eu lieu puisque les capsides sont condensées et apparaissent de forme trapézoïdale
(Chap. 4; Fig. 1) (276, 562). Donc, les résultats d’infectivité ne sont pas surprenants,
d’autant plus que la densité des particules virales n’est pas affectée. Par ailleurs, ces
résultats confirment davantage que la présence de ces agrégats n’est pas le résultat
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d’un mauvais ciblage au site d’assemblage puisque l’infectivité reste la même. À cet
effet, de nombreuses études récentes utilisant la f3-cyclodextrine (agent chélateur
retirant le cholestérol des membranes) ont montré que l’infectivité des virions
dépendait du contenu en cholestérol des particules virales (66, 214). Donc, il est
possible de déduire que le contenu lipidique des virions n’est pas touché puisque les
aberrations morphologiques observées en absence de Vpu n’affectent pas le potentiel
infectieux des particules virales.
Tel que nous l’avons démontré dans le chapitre 3, malgré que le potentiel
infectieux des virus Vpu-défectifs soit grandement diminué (Chap.3; Fig. 2)
comparativement à celui des virus Vpu, il nous est toutefois impossible d’observer
un délai dans l’apparition du point culminant de la production virale lors des études
de cinétique de réplication du virus (Chap. 3; Fig. 2 et Chap. 4; Fig. 7A). En effet, si
le rôle de Vpu est d’augmenter le potentiel infectieux du Vffl-1, il est envisageable
de s’attendre à ce qu’il y ait un délai dans la cinétique de réplication entre les virus
Vpu et Vpu. L’absence de délai de réplication obtenu pour les virus défectif pour
Vpu peut en partie être expliqué par le fait que la propagation virale se produit
principalement par transmission de cellule à cellule plutôt que par infection par des
virus libres présents dans les fluides de culture. De ce fait, une étude récente a mis en
évidence que des virus défectifs pour l’expression de Vpu se propagent plus
efficacement lors de transmissions de cellule à cellule que des virus exprimant un
Vpu de type sauvage (223). Dans cette étude, Gumuluru et al. ont observé des
morphologies similaires à ce que nous observons i.e. qu’en absence de Vpu, il y a
formation d’agrégats à la surface des cellules. Les auteurs ont suggéré que ce serait la
présence de ces agrégats qui faciliterait la transmission de cellules à cellules dans leur
système. Dans ces travaux, nous démontrons qu’en absence de Vpu, la fusion entre
les cellules se produits de manière beaucoup plus efficace qu’en présence de Vpu
suggérant que l’accumulation de particules virales à la surface de la cellule en
absence de Vpu pourrait faciliter la transmission virale de cellules à cellules et
contribuer à l’apparition des effets cytopathiques en favorisant la fusion cellulaire.
Ainsi, cette transmission facilitée par contact cellulaire pourrait alors compenser en
partie pour la perte d’infectivité observée pour les virus Vpu et conséquemment
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entraîner une cinétique de réplication similaire à celle du VIH de type sauvage.
Toutefois, des études supplémentaires seront requises afin de définir si
l’augmentation des effets cytopathiques en absence de Vpu représente la
conséquence directe de l’accumulation de l’Env à la surface de la cellule due à
l’entassement de particules virale non relâchées où s’il s’agit d’un phénomène
indépendant. En effet, malgré que le mutant de phosphorylation de Vpu semble
relâcher normalement, ce mutant ne s’avère pas être en mesure de diminuer
l’apparition des effets cytopathiques (174) ce qui suggère possiblement que
l’induction de la formation des effets cytopathiques et la relâche facilitée pourraient
constituer deux fonctions distinctes de Vpu. Ainsi, le système utilisé dans cette étude
représente un moyen intéressant de disséquer ces deux fonctions de Vpu.
Quelques isolats du VIN possèdent des mutations ponctuelles au niveau du
codon d’initiation de vpu et ce, malgré que le gène de vpu demeure intact (99). Une
étude visant à déterminer les facteurs viraux impliqués dans le changement de
tropisme observé au cours de l’infection par le VIH à permis de démontrer que Vpu
serait impliquer dans le passage du phénotype M-tropique vers T-tropique (119). En
effet, dans l’étude de Dejucq, la transition du phénotype NSI vers SI s’accompagne
par l’apparition d’une mutation ponctuelle au niveau du codon d’initiation de Vpu
indiquant possiblement un rôle essentiel de Vpu dans la réplication du virus dans les
macrophages. L’élimination du codon d’initiation de vpu entraîne une augmentation
de l’expression du gène de l’env situé en aval. Donc, il est possible que le VIN régule
l’expression relative de Vpu et Env dans la cellule infectée afin d’optimiser la
propagation virale et diminuer au maximum les effets cytopathiques associés à
l’infection. Ainsi, il serait intéressant d’étudier le cadre de lecture de vpu chez des
patients afin de déterminer si l’apparition in vivo des souches SI coïncident avec
l’apparition d’une mutation empêchant l’expression de Vpu. D’ailleurs, à présent, la
non-progression vers la maladie n’a pu être associée à une perte de fonctionnalité de
Vpu (573). Donc, le VIN, en exprimant Vpu, potentialise non seulement l’infectivité
des virions relâchés mais retarde également au maximum l’induction des effets
cytopathiques et par conséquent la mort cellulaire associée à l’infection.
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Études des implications fonctionnelles de la dimérisation de la molécule
CD4 lors de l’infection par le VIH-1
La dimérisation est un phénomène couramment décrit pour une grande variété
de récepteurs membranaires (300). Au cours de nos travaux, nous avons pu mettre en
évidence l’existence de molécules multimériques de CD4 in vivo. De plus, nous
avons pu montrer que les molécules de CD4 dimériques pouvaient s’associer avec
p561. (Chap.5; Fig. lA-B). D’autre part, le fait que CD4 puisse former des dimères
en absence de la tyrosine kinase 56Ick suggère que la multimérisation de CD4 n’est
pas induite par la dimérisation de p561 puisqu’un mutant de CD4 incapable de lier la
tyrosine kinase conserve toujours sa capacité à former des dimères. Toutefois, il n’est
pas impossible que la dimérisation de CD4 puisse contribuer à la
transphosphorylation de 561ck tel que suggéré par la structure cristallographique de
CD4 (556). En fait, ceci est confirmé par le fait que les dimères de CD4 peuvent
interagir avec deux molécules de 56Ick (Chap.5; Fig. lA).
La structure cristallographique de CD4 prévoit que CD4 dimérise via le
domaine extracellulaire D4 de la molécule. Ces résultats ont été confirmés par une
étude de mutagénèse du domaine D4 de CD4 réalisée dans le laboratoire du Dr
Sékaly. Les résultats obtenus montrent que les résidus K318 et Q344 sont
particulièrement importants pour la dimérisation de CD4. D’ailleurs, ces résidus sont
hautement conservés chez au moins 7 espèces dont l’humains, la souris, le rat et le
singe (45). De plus, ils ont également pu mettre en évidence que les molécules de
CD4 présentes à la surface de la cellule étaient dimériques confirmant ainsi une étude
de Lynch et aÏ. (323). Au cours de leur travaux, les auteurs ont permis d’établir que la
dimérisation de CD4 était requise afin que la molécule puisse jouer ses rôles de co
récepteur et de co-ligand lors de la réponse immunitaire (35$).
Quoique le rôle de CD4 lors de l’activation des lymphocytes T semble mieux
compris, il n’existe toujours pas d’évidences démontrant l’importance fonctionnelle
de la dimérisation de CD4 lors de l’infection par le Vll{-1. Des résultats obtenus
semblent indiquer que la dimérisation de CD4 pourrait être importante lors de
l’infection. En effet, des délais substantiels de réplication sont obtenus lors de
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l’infection des lignées exprimant les mutants K318E ou Q344E (Chap. 5; Fig.2).
Cependant, ces résultats constituent des données préliminaires puisque la cinétique
présentée n’a été pas été reproduite plusieurs fois. Ainsi, ces résultats devront être
répétés afin d’éventuellement déterminer comment la dimérisation du récepteur
contribue à l’infection du VIN-l. En effet, CD4 représente un des principaux
récepteurs du virus. Ainsi, il est possible que la dimérisation de CD4 puisse être
importante lors de la reconnaissance de l’Env virale. Étant donné que l’entrée
représente un processus multiphasique impliquant de nombreux intermédiaires suite à
la reconnaissance initiale du récepteur, il serait intéressant de voir comment la
dimérisation de CD4 affecte entre autre, l’exposition de la boucle V3 de l’Env afin de
permettre l’interaction subséquente avec les co-récepteurs. Par ailleurs, des études
ont démontré que CD4, via son domaine intracytoplasmique, pouvait inhiber
l’activité transcriptionnelle du LTR du Vll1-1(30, 522). Étant donné le rôle de la
dimérisation du récepteur lors de l’activation des lymphocytes T, tel que démontré
par Moldovan et aï., il serait intéressant de comprendre comment la perte de
dimérisation de CD4 pourrait éventuellement affecter la transmission de signaux
inhibant l’activité du LTR du VIH. Clairement, des études supplémentaires sont
requises afin de mieux comprendre comment la dimérisation de CD4 pourrait
contribuer à l’infection par le VIN-l. Par conséquent, ces études pourraient
éventuellement contribuer au développement d’approches pratiques permettant de
mieux contrôler la réplication du VIN-I et ses conséquences pathogéniques.
CONCLUSION
Le VIN est l’agent étiologique du SIDA. La progression rapide de la maladie
dépend d’une multitude de facteurs d’origine autant virale que cellulaire et de leur
interaction. Certains facteurs de l’hôte peuvent en partie expliquer les différences de
susceptibilité à l’infection virale ainsi que ses conséquences pathogéniques tandis que
les variations du virus peuvent rendre compte des variations de virulence et de
progression de la maladie.
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Outre les gènes gag, pot et env normalement retrouvés chez tous les
rétrovirus, le VIN possède plusieurs cadres de lecture supplémentaires codant pour
les gènes accessoires vif vpr/vpx, vpu et nef Quoique non essentielles à la
réplication du virus in vitro, les connaissances actuelles relatives au rôle de ces
protéines ont permis de mettre en lumière leur importance dans la pathogenèse virale
et la réplication du VIN in vivo. En effet, in vivo les protéines accessoires contribuent
de manière non-négligeable tant à la propagation virale qu’à l’induction de la
maladie. Ainsi, nous avons pu démontrer que Vpu, par ses deux fonctions (induction
de la dégradation du récepteur CD4 et facilitation de la relâche des virus) contribuait
de manière significative à la réplication virale. En effet, nous avons pu démontrer
d’une part que Vpu contribue à l’infectivité virale en diminuant l’incorporation de
CD4 dans les virions. De plus, nous avons démontré que Vpu facilite la relâche virale
en contribuant à la morphogenèse virale. Donc, globalement, les travaux présentés
dans ce document nous incitent à croire que le rôle de Vpu lors de l’infection par le
VIN-l serait de relâcher efficacement des particules virales pleinement infectieuses
facilitant ainsi non seulement la propagation virale mais également la transmission
horizontale du virus contribuant ainsi à la pathogenèse du VII-I- 1. Toutefois, quoique
les mécanismes sous-jacents à la diminution de l’expression de surface de CD4 soient
mieux compris, clairement, des études supplémentaires sont requises afin de mieux
définir comment Vpu contribue à l’augmentation de la relâche des virus de la cellule
infectée. Par conséquent, une meilleure compréhension du rôle de Vpu ainsi que des
autres protéines accessoires du virus est essentielle afin de mieux comprendre et ainsi
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ANNEXE 1
Vpu exerts a positive effect on fflV4 infectivity by down-modulating CD4
receptor molecutes at the surface of fflV-1-producing cetis.
Levesque, K., Zhao, Y.S., Cohen, E.A. 2003.
Journal ofBiological Chemistry 27$ :28346-53.
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Human immunodeficiencey virus, type 1 (11W-1) en
codes three proteins, Nef, Vpu, and gplOO, that down
modulate surface expression of the CD4 receptor during
viral infection. In the present study, we have investi
gated the role of CD4 down-modulation in tEe 111V-1
infection cycle, primarily from the perspective of Vpu
funetion. IVe report here that, like Nef, Vpu-mediated
CD4 degradation modulates positively Hfl7-1 infectivity.
Our data reveal that accnmulation of 04 at the ccli
surface of Vpu-deficient HW-1-producing ceils leads to
an efficient recruitment of CD4 into virions and to an
impairment of viral infectivity. This CD4-mediated inhi
bition of viral infectivity was not observed when a CD4
mutant unable to bind Env gpl2O was used or when
VSV-G glycoprotein was utilized to pseudotype viruses,
suggesting that an interaction between CD4 and gpi2o
is required for interference. Indeed, protein analysis of
Vpu-defective viral pnrticles reveals that CD4 recruit
mentis associated with an increased formation ofgpl2o-
CD4 complexes at the virion surface. Interestingly, we
did mot detect any difference at the level of total virion
associated Env glycoproteins between wild-type and
Vpu-defective virus, indicatiag that accumulation of
CD4 at the cdl surface and recruitment of CD4 into
Vpu-defcctive 8W-1 partieles exert a negative effeet on
viral infectivity, most likely by promoting the formation
ofnonfunctional gpl2O-CD4 complexes at the virion sur
face. Finally, we show that both Vpu- and Nef-induced
CD4 down-modulation activities are required for pro
duction of fiilly infectious particles in CD4t T ccli lines
and primaoy ceils, an observation that has clear impli
cations for viral spread in vivo.
CD4 is u type 1 integral membrane glycoprotoin expressed
pcimarily en the surface ufthymocytes, helpec T lymphocytes,
and, ta a lesser extent, on colis of the monocytelmacrephage
lineage (1). Desides its cale in T cdl ontogeny and antigen
specilic T-cell activation, CD4 also sonos as the primary col
lular co-receptor foc human immunodeficiency virus, typo 1
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(MW-U° viral entry into colis (1). Infection of target colis is
initiated by the high afflnity interaction (<10 mi) occucring
between CD4 and the viral envelope glycoprntein gpl2O 12).
Although the CD4 rccoptor plays o cciticul colo ducing MW-1
entcy into target colis, it is well established thut HIV-1 down
modulates its osvn receptor ut luter stages ofthe infoction cycle
in productively infected cells. lndeed, MW-1 encodes thcee pro
teins, Vpu, Env, und Nef, thut have u profound offert on CD4
cutubolism and are involved in the cemovul 0f CD4 mm the
surface of infected colla (3, 4). Eurly in infection, the Nef protein
down-cegulutes CD4 molecules that are ulceudy preseut ut the
cdl surface by occeleruting their endocyteais and subsequent
degcudution in lysosomes (5—9). At luter otages of infection, the
envelope gplGO precursoc, tbrough its high ceceptoc binding
uffinity, cetains newly synthesized CD4 in tIse endoplasmic
reticulum 1ER). Those gpl6O-CD4 complexes not only prevent
cou surface expression of CD4 but aise block gplfiO maturation
and tcafficking (10—12). TIse accessory Vpu (viral protein U)
regulates the half-life ef CD4 moiecules complexed te gpl6O by
selectively inducing their degradution in tIse ER, thus, presum
ubly, releusing gplSO and permitting its maturation, trafiick
ing, and incorporation inta prngeny vicions (13).
Vpu ia un 81-amine ucid protein unique te HW-1 und the
cloaely celuted simian immunodeficiency virus iseluted frem
ehimpanzee (SWy,) (14, 15). The cpu gene product is u phos
pherylated oligomeric type 1 integral membrane pratein thut is
trunslated fi’om a bicistrenic mRNA that ulae encodes the Env
glycaproteins (16). Vpu perferms two main functiens during the
viral life cycle; it enhancea the release of virions frem infected
ceils, und it mediatea the selective degrudation ef the CD4
receptec in the ER (17—19). Vpu-modiated CD4 degradation is
o multistep precess thut is triggered by the direct physicul
binding ef Vpu te tIse cyteplusmic tail of CD4 (20). Mututional
studios have revealed that phesphorylation efseoyl cesidues at
positions 52 and 56 of Vpu is required te initiute CD4 proteol
ysis but is net essential far tIse initial binding of the pretein te
CD4 (20). Using genetic and biechemicul ussoys, Margettin et
al. have shewn thot Vpu cennects CD4 te tIse ubiquitin-preteo
seme degcadutive pathwoy threugh o direct, phespheserine-de
pendent interaction with tIse F box protein f1-TcCP (21). This
finding, cembined with the demenstrated sensitivity of Vpu
medinted CD4 degradution te preteaseme inhibitors, strongly
suggests that Vpu turgets CD4 te preteolysis by recruiting tIse
ubiquitin-proteuseme cytosolic machinery (22).
The ubbreviutions used arc: 111V-1, humua immenoddficiency virus
i; ER, endaplasmic reticelum; PBS, phasphate-bnffered saline; ET,
reverse trunscriptuse; VSV-G, vesiculur stomutitio virus glycapre
tein-G; PBMC, poripheral blood mansnuclesr ccli; FCS, fetal cuit se
mai; LTR, laug terminal repeut; MAQI, meltinucleur activation ef
p-galactosidase infrctivity; FACS, floeresconce-activuted coil sarting.
183
28346 TEs papor ii availablo on lino ai hep://www.jbcsrg
Although recent studies have previded new details en the
moiecular mechanism underlying the dcwn-modulation ef the
CD4 recepter, it je still unclear why HW-i has evelved multiple
mechanisms ta remove its receptor from the cdl surfhce. Given
such functienal convergence, it je tempting te specu]ate that
ccli surface CD4 regulation must be an important determinant
ef viral replication and pathegenesis in eten. Indeed, recent
reperts Love shown that dcwn-regulation cf cdl surface CD4 by
Nef and/or Vpu je important for viral spread 123—26). Ml cf
these studies show that high levels cf CD4 on the ccli surface
interfere with the production cf infectieus HW-1 particles;
however, tlsey propose different mechanisms te account fer tins
inhibjtion. Ross et al. showed that cverexpression cf CD4 in
HIV-1-transfected human embrycnic kidney celle (293T) leads
te s reduction jn tise overali ameunts cf virus released but does
net affect the absolute infectivity of released virus (26). This
study furthsr reported that this CD4-mediated inhibition cf
virai release is dependent en the specific interaction between
CD4 and the viral envelope glycoproteins and je reversed by
Nef expression (26). On the basis cf these resuits, Rose et al.
(26) propoeed that reli surthre CD4 interacte witb the envelepe
protein present on budding HIV-1 vidons ta inhibit virai re
lease. More rerently, Beur et al. (23) repcrted that maintenance
of CD4 surface expression in HW-1-transfected HeLa celle
inhibited HIV-1 partjcle release in an Env-independcnt man
ner. The finding tbat CB4 had ne eignificant effert en particle
release by a Vpu-deficient virus lcd theee authore te suggest
that CD4 acte by inhibihng the partjcle release-promoting ne
tivity cf Vpu (23). Hcwever, the infectivity cf the released
particles avas net analyzed in thie study. In centraet te tise
latter studies, Lama et al. (25) found that expression cf high
levele cf CB4 at the ccli surface cf 293T celle induced a draefic
reductien in the infectjvity cf released virien by tise eequestra
tien of the viral envelepe by CD4. Pretein analysie cf virions
releaeed frein 293T celle transfected wjth previral censtmcts
ieogenic except fer tise expression cf Nef arland Vpu revealed
that CD4 could accumulate in viral particles while et tise came
time blocldng incorporation cf Env inte virions (25). More ce
cently, Cartes et al. (24) extended these etudies te Jurkat T ccli
unes and found that pisysialogicat levels cf surface C04 inter
fere in an envelepe-dependent manner witis tise infectivity cf
releaeed HIT-l particles.
In tise present etudy, vie have investigated tise role cf CD4
dcwn-mcdulatien in the virus life cycle, primarily from tise
perspective cf Vpu fiinction. We report isere that Vpu, like Nef,
exerts u positive effect on HIT-l infectivity by down-regulating
cdl surface CD4. Tise effect of Vpu on viral infectivity cone
latee witis the prctein’s ability te degrade CD4 in tise RR and
witis levele cf CD4 surface expression ht virue-producing celle.
Interestingiy, accumulation cf CD4 at tise ccii surface cf Vpu
deficient HW-1 producing celle was found ta iead ta efficient
recruitment cf CD4 into vidons wMle at tise came time pro
meting tise formation ef nonffinctional gpl2O-CD4 complexes at
the vii-jan surface. Finally, both Vpu and Nef were found te be
required for production cf fuIly infectieus HIV-l particles in
CD44 T cdl linee and in pedpheral bloed manonuclear celle
IPBMCs), thus suggesting that thece accessory proteine,
tisreugis tiseir ubility ta down-regulate CD4, are therefere ljkeiy
te facilitate tise spread cf HIV-1 in cive.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Cet! Lisea—Human SV4O-tranafsrmed 293-T libreblasta and HeLa
CD4-LTR-3-gsl celle (27) acre gravie in Balbeccc’s mcdificd Eagle’s
medium scppicmentcd svitis 10% fetai calfacmm IFCS) and 1% antibi
ctics )pceirilhin and etreptamycin )Bulbeccc’s medified Eagie’s medium
pins 10% FCS). The human lympisaid T ccli lices MT4, Jurkat lcw-CD4,
and 105 werc maiataiacd in RPMI 1640 medium aeppiemcnted aith
10% FCS and 2% antibietics (RPIstI plus 10% FCS). Jurkat CD4 sud
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Jurkat high-CD4 ccli lieds ‘vers maiutaincd in BPMT plus 10% FCS
centaining Gencticie (500 jigiml) or Gcneticie (500 )xgImi) and ecerie
(50 pglml) (levitrogen), rccpectivciy, as described 124). The CD4’ 105
indicatar ccii lice is derieed frsm Jurkat celle aad expresses a lociferase
reparLer gene coder the rantrel afthe HW-1 long terminal repeat (LTRI
(28). Pcripheral blocd mcneeuclcar relis (PBMCs) were iaslatcd frem
vciuntcera by Ficail-Paquc cretrifugacice as rcccmmcedcd by tise mac
ufacturer (Amersham Bisscieeccs) snd assiscd tharaugisiy aitis PBS te
rcnacve plalciets. Celle acre tises ruitured le tise preseere cf phyiaisc
magglutiein (5 sg/ml) far 72 h te activate lymphacytea Felewing
activation, relia acre aaahcd aitis cazaplele media te remave lectins
and msintained le RPMI plus 10% FCS aupplceaeeted witis 20 usitslml
interlcukie-2 (Roche Applied Science). AIl celle evere caitured at 37 ‘C
coder a 5% COa atmesphcre.
Plaamid Canatrac)a usd Aettisadies—SVCMV-CB4, SVCMV
CD4L32, tise CD4 central SVCSWexPA, and SVCMV-VSV-G plasmid
ccnstmcts acre dcscribcd previeusiy (29). Tise SVCMV-CD4ACDR2
piaamid, wisicis encedes s CD4 mutant that csetains a 7-amine acid
deictian lamina acide 42—49) in the CDR2 regien, evaa ebtained by
claning tise Htndttl-BarnHI frugmcut af pMNC-CB4.SCBR2 (30) inte
pCEM-7Zf (Pramcga). Tise XbuT-DurnBI fragment ef pGEM-7Zf-
CD45CBR2 vise tisen inseited jeta tise Xbal-BglIl cianing sites ef
SVCSWexPA cepreasian vectar ts generate SVC5W-CD41CBR2. Tise
previrsi FhBH1O-vpa lepa lvpa52130 ccnetructs acre descrihed preai
sualy (31). Tise genetype af tiseae ccnetmcts te 5’-LTR-gag, pat, ‘if’,
rpr, tu)’, ree’, epe’, ccc’, neL-LTR-3’. Tise pNL4.3 iefecttaus
melecolar clone ecas cbtsiued frcm tise MBS Researcis end Reference
Reagent Pragram (32). Tins pravinic encodes ail MW-1 accessery pi-s-
teins. Tise pNL4.3-ecf provirai ccnstruct waa dcscHbed previeusiy
(33). Tise iaogeaic pNL4.3-rps’”Vaef” prcviral constrects acre eh
taincd by repisc)ng tise Sall-BarnIll (sscieetide positions 1781 and
8461, respective(y, aiserc + t iv tise cite cf traascriptien initiatian)
fragments cf pNiA3-ne’ aitis tise cerreapanding Sali-RamI-II frag
ment ef HaBHIO-rpa’.
Tise anti-CD4 )OKT4) aed asti-p24 mcsaclsnal astibcdica acre de
rlved fi-cm sacitic fluide cf Balb/c mice tisat acre injected aitis tise OKT4
or p24 isyisridcma (catsieg nas. ATCC CRL-8002 and ATCC HB9725,
respectivciy; AmeHcan Type Culture Collection, Mansasas, VA). Rabtit
anti-CD4 H-370 pelyclenal antibsdies acre pcrcisascd fram Santa Cmz
Biatecisealagy, Inc. (Santa Cruz, CA) tcataleg ne. se-7219). Tise anti
MW-1 acmm (1621 visa chtsined fram an MW-1 infected indiaidual
sybase semm visa tested positive fer tise preaence cf HIT-t antibadies by
MiSA. Finclly, tisa snti-gp4l manacicnul antiisadies acre sistsined
fmm aupereutant cf culturcd Cisescic 8 isybridama celle (34). Tise anti
gpl2O mauae masaclanal antibedy (1D6) (35) and Cisaaeie 8 isyisridcaa
ceila Caere bctis cbtaincd fram tise AIDS cessai-ris and referencc resgeet
pragrani.
Viras Stock Prodscttan—HXBH10.epu0lepa and VSV-G
pacudstyped virus atecka acre prsduced isy transfecting 5 X to° 293T
celle avitis 5 pg af procurai BNA caeatructa ulcne or, in tise case cf
pacudatyping, aitis 10 pg cf pravirel DNA ccnatmcts and 10 pg cf
SVCMV-VSV-G DNA isy tise cslcium-pisaapisste metiscd (29). 48—72 b
paat-transfcctian, cupernatants acre ccllected, cladfied isy centrifuge-
tian ut 3,000 rpm fer 30 mie, end filtercd tisraugis 0.45-pm membrane
filters. Vii-jans Caere tisea sedimcnted enta s 20% sucrase cuaisian isy
ultrscentrifegstice et 45,000 rpm in s 50.4 i-star typa )Bcckman) far 2 is
et 4 ‘C. Viral praductian vies tisen evaluated isy pcrfsrming s ctsndsrd
reverse transcriptase (HT) uctivity assay in 50 pi as deacdbcd previ
easly (31).
71-acsiest Trenafertiana—Far tise infectivity asseye, 293T celle (loi
acre mcck-trunsfccted or cc-tranafcctcd evitis 5 pg cf prcvirei DNA
cenatructa )14)Œ1410-epa’, FBRIH1O-vpu, FhBH1oepaaziaa) snd 5 pg
ef CB4-exprcceing plesmide )SVChW-CD4, SVCMV-CB4L32, ai- CD4-
LCDR2). DNA renrentratien sacs ncrmalizcd in caris ssmplc by tise
addition sf tise SVC1iWeaPA centrel plasmid. pNL4,3-epu’’laef”
virus prcparstisss acre pcedeced by trasefecting 10 jeg cf tise cane
spending prcviral DNA canatmcte in 2 X 100 MT4 celia uaing tise
DEAE-dcxtran mctiscd (31). Culture cupemetanta acre ccllerted 18—72
b peat-trensfertien as dcscrliscd aisave fer virai production.
Ftaw ytamet%’ Acalysta—Jurkat T ccl) lices cr cransfcctcd 293T
celle acre waaised, isan’ested le PBS cantaining 512 FCS, end incebatcd
aitis ONT4 snti-CD4 menaclanal setiisady in 5% FCS-PBS. Aster 30
min et 4 ‘C, relIs caere wneised taire in PBS and incnisated far anatiser
30 min et 4 ‘C aitis fluarceccin isstisicryunute-cenjugated goat anti
mease antibady le 5% FCS-PBS. Ceils caere tisen waaiscd Laite in PBS
end analyeed isy fica cytometiy en s FACSCelibuc® cytameter (Bectes
Dickinaen). As ncgstive cantrel, relis sacre eteincd using flucrascein
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issthiocyaaate-conjugstod goat anti-morue autibsdy oniy (Becton
Dickinson).
Rrplicatiso Stcdirs and Viral lafertioos—MT4 colIs (10°) or PBMCo
(3 X 10”) were infected with equivaient onsounts of virus (HxBHIO
upu*/vpoi as determined by RT activity (MT4, 2 X io° rpm of RT;
PBMC, 7.5 X 10” cpm 5f lIT). Follosving o 4-h odsorption pericd, relis
were waohod extensivoly with PBS and reouspended in 10 mi of RPMI
plus 10% FCS. At rogular time inten’&s, colis svore recsvored hy cou
trifugotion sud soedod in fresh medium ot o concentration betsveen 100
sud 5 X 10° viable reiio/ml. Ccli supenatants score anaiyerd fsr the
presenco cf virus by perfsrnuug lIT ossoys as deorribod previsusiy (31).
Jurkat T ccii linos )CD4, lsw-CD4, sr high-CD4) (3 X 10°) score
iufoctod with equivsiont omounts (3 X 10° CPI» cf ET) of VSV-G
poeudotyped HxBH1O-epo/epw virus. Following o 4-h adsorption
period, relis score wsshed extenoiveiy with PUS snd reouspended in 10
mi 0f RPMi plus 10% FCS. Tho infertivity cf virions reiesoed in the
supernatont wss snsiyzed 48 h postinfection.
infrrticity Asoays—Infertivity cf virus present in rlsrifled ouperus
touts was sssesoed using tise muitinurleor activation cf )hgolsrtosidoso
infectivity (MAGI) soosy (27) or the iucifersso infertivity sssoy (28).
Briefly, fer the MAGI sssay, oqual nmsunts sf virus (6 X 10° te 6 X 10”
rpm of ET) was used to infect HeLa-CD4-LTR--gai relis oeeded (ho
previsus doy in 24-sceH pintes nt 3 X io4 rells/sveli. 48 h postinièrtisu,
relis score sesohed, fused, ond stsiued os descrihed (27). The nnmber 0f
fl-gsisrtcsidase-peoitive biue relis scas determined using light micros
rcpy. Earh sampie mas snoiyoed in duphrote. For the iuciferase osssy,
oqual amounts cf virus (1—1 X 10° rpm of ET) svas uoed is infect 2 X to°
1GS relis tLTR-iuciferoce indicslsr cou lino). Imiuedisteiy ofler odsorp
tion, relis scere thorsughiy svashed, ond neutrahciug omounts of anti
CD4 ond snti-gpl2O sntibodieo score odded ts reil oupernotsnt to pro-
vent syncytia formation. 24 h postiufection, AZT mas addod ta s final
concentration of 10 psI to hmit virai production to one infection cycle.
48 h posiinfection, colis svere hsneoted ond iysod, sud s iuciforsse
sssoy seso performed orcording to tise monufscturer’s rerommondotion
(Promogs).
Wootoro Blot and Cs-irnrnouoprecipitotion—Supernstsuto from 111V-
1-tronsfected MT4 relis or from HIV-1JCB4 co-trsusferted 293T roHs
were roiiectod sud riarifled by centrilhgotion at 3000 rpm. Virions svere
peUeted from ceB-free supemstsnto by uitrscentrifogstiou outo s 20%
surrose cushion os desrrihed above sud iysed in rsdioimmuue proripi
totiou buffer (140 moi NsCi, 8 mM Ns2HPO,5, 2 moi NsII0PO4, 1.2 ans
deoxycholic srid sodium sait, 0.5% SDS, sud 1% Nouidet P-40). Simiiar
smouuts of virion, uormsiized by RT octivity mossurements, score
iyoed, divided in two equai frsctiouo, sud immunspreripitoted uoiug
either onti-CD4 (OKT4) monocionol sutibodies or snti-HW-1 serum
(102). Immune rsoopiexes scere preripitatod using proteiu A-Sepharose
besdo )Ainerohsm Bioscieuces), svsshed extensiveiy, resuspouded in
reducing sompie buffer, sud sepsrstod by 8 or 12.1% SDS-PAGE. Foi
iowing oiertrophoroois, virai prcteins score tronoferred onto s uitrsrei
luiose membrane )0.45-gm pore sico; Bis-Rad) by eiectrobiottiug for 3 h
st 30 V in o Bio-Rad Trsns Biot Ccii. Tise momhroue wss thon bru
bstod for 1 h in biorking ooiutisn buffer )Tris-buffered saline coutsiuiug
1% Tsveen 20 sud 5% nsofst dry miik) sud incuhated for 2 h svith eliher
rahhit snti-CB4 (1:500 dilution) or monoclonal sutibodies directed
ogsinst gpI2O (1:1000 dilution) or p24 (1:4000 dilution). Bound onti
bodies score thon probed srith horserodioh peroxidose-huked onti
mouse or aoti-rsbbit immucogiohuhu )uoed at 1:7500), svoshed exten
siveiy, sud rovesiod usiug o sensitive onhsnrod rheiniluminesceuce
detortion systom (ECL dotoction kit; Amorshom Biosciouceo). For do
tectiou 0f virion-oosocioted gp4l leveis, seriol dilution cf virion iysoteo
were dirertiy separsted by PAGE sud anoiyzed hy Western hiot os
desrrihed obove using mouorioooi sntibcdies directed sgainot gp4l
(uudiiuted cuiture fluid supomatout).
RESULTS
Vpu-mediufod CD4 Dcgradofiais Allovia foc tho Noga lice 5f-
fèrt uf Ccli Surface CD4 an Viral Iofccticity—Given thot Nef
mediatod CD4 duwn-moduiotiun wos previousiy repurtod tu bo
un importunt rogsoiotur of HW-1 infection rycio (24—26), ovo
flrst investiguted thn offert of cou surface CD4 oxpresoion on
virai infnctivity in 293T relis using pruvirul cunstructs isogenic
oxcept for Vpu expression. HstBH1O-cpu” or HxBH1O-cpu
icogenic virions were prudured in 293T colis following co-trons
fection of tho corresponding provirol construct with inrreoshcg
concentrations uf SVCMV-CD4. Tisose proviral constructo are
derived frnm HxBc2 ond os such contsin o promoturo stop
codon in Nef (36). 48 h pcst-tronsfertion, relis ond culture
superustonts score rollected for ccli surface CD4 moosuromont
snd evoluotion of virai infectivity, rospnctivoiy. As previously
reportod, tise expression of Vpu svos found tu duwn-reguioto
CD4 expression attise coH surface os rovoaied by FACS anal
yois (Fig. M) (19). Tise infoctivity potential ofVpu snd Vpu”
HW-1 virus prcducod in cocis ccii culture svoo thon evoluotod
by MAGI ossoy using equivalont umounts uf virus os meusured
by reverse tronscriptoco octivity. Tise recuits of Fig. lB rienrly
show tisat CD4 expression oxortod on inisibitory offert un MW-1
infertivity tisst svos diroctiy propurtiunsl ta ccli surface CD4
expression iovels. Interestingly, tise negotivo effect of CD4 on
virai infertivity svas more prunuunced (2—7-fcid) witis Vpu
defortivo HIT virus tison witis Vpu4 virus. In contraot, tise
infectivity putentioi ofVpu ond Vpu virusos produced from
CD4 293T cello svss found ta ho simiior (Fig. 1, C snd D). To
ffirtiser cunflrm tise infectivity dsto oistsined using tise MAGI
ussoy, svo tested tise infoctivity ofVpu” or Vpu virus prcduced
in mark- or CD4-trsnsfected 293 T roHo uoing tise 1G5 indicotur
(luciferose) CD4 T ccii lino. As sisuwn in Fig. 1C, wo found
tisot tise infertivity putontiol ofVpu ond Vpu virus produced
in CD4 colis svos olmost idonticai, wisereos it differed suis
otontioHy wisen viruoeo score producod in tise presence of CD4.
In tisa latter case, Vpu-dofective virus dioployed on infertivity
potentioi tisot wos —4-fuid iower tison Vpu” virus. Furtiser
more, wo extendod theso onoiysoo ta Jurkot T coU hnes cx-
pressing different ieveis of reH surface CD4 (Fig. lB). Dots
prcseuted in Fig. 1F cieariy confirm tisst Vpu uHeviutes tise
negative effect of ccli surface CD4 on virai infectivity in Jurkst
T ceH hnco expressing different ieveis of ccli surface CD4.
Ta exsminc svisetiser Vpu-medisted CD4 degrsdotiun svos
directly rosponsiine fur moduioting positiveiy virai infectivity
in CD4-expresoing relis, sve tested mutant formo ofVpu or CD4
wisoso phonutypos score uooociuted with o Vpu-medioted CD4
degrodutiun impoirnoont. Tise HxBH1O-cpu°2’°° provirus on-
rodes o mutant Vpu protein tisot isorisors substitution muta
tions ut isutis Scr-52 ond Ser-56 pisoopisoscroptor sites. Tisis
Vpu mutant is unoisie ta modioto CD4 pruteulyois (31). CD4h32
is o CD4 cytopissmic dumoin delotion mutant tisot is expressod
ot isigis ieveis on tise reil surface ond is nut sensitive ta Vpu
modioted CD4 degrsdotion (37). HxBH1O-nput, HxBH1O-
cpu, or IDCBH1O-cpu°°’”° pruvirol constructo were co-trsns
fccted witis SVCSW-CD4, SVCIVW-CD4h32, or contrai
piosmido in 293 T colis. 48 is puot-tronsfectbon, virusus svore
cuilected, nnd MAGI oosoys score perfurmod os deccrihed undor
“Experimontai Prurodures.” Fig. 3D sisuws tisot Vpu , Vpu”, or
Vpu°°’°° HW-1 particies produred in tiso ohsenre uf CD4 ail
exisibbt simiior infectivbty putentioi. Interestingiy, in tise pros
enco ufsviid type CD4, tise numiser uf p-goiortosbdsce-pusitive
reHs ohtoined upun infection witis tiso Vpu°°’°° virus svuc re
dured runsiderobiy us cumpsred scith tise Vpu virus. Indeed,
tise infertivity putentiol uf tise tise Vpu°°°5 woo comparable
witis tisat uf tise Vpcf viruo. Mureover, hotis Vpu ond Vpu”
HW-1 virus pruduced in 293T colis expreosing CD4h32 dis
pioyud o drostbc docreoco in infertivity (Fig. W), tisus hortisor
cuppurtiug tise importance of duwn-rcguioting CD4 tu uistuin
infectiuuo virai purtirieo in CD4-expresoing rails. Token tu
getiser, tisese recuits cunfirm tisot cdl surface CD4 expression
oxcrts o negstive effort un tise infections putentioi uf nuscent
HW-1 viruo pruduced from CD4-expressing relis ond sisuw tisot
Vpu-medioted CD4 degrodutiuo oUeviotec tise negotive effect uf
coU-surface CD4 un virai infectivity.
Vpu Modutolco Puoiticeiy 18e Iofocticily of HIT-l Porlirlos
Pruducod in T CoU Liucs ond PBMCc—To investigote wisetiser
Vpu con mudulote tise infectivity uf HIT-1 porticiec reieosed
frum relis exprecsing pioysiuiugicoi ieveis uf surfoce CD4, sve
185
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FIn. 1. Vpu.mediated eH surface CD4 dnwn-modulation exerts o positive eftect on 111V-1 infectivity.A undB, offert ofVpu on HW-l
infectivity in CD4-transteclcd 2931 relIs. 2931 colis were cotransfectcd with FIxBHIO-cpu (Vpr, ) or HxBHIO-rpu tVp,r 1 pmvirai construets
anti increasing concentrations ut SVCMV-CDI (CD4 - Colla and culture supernatanta were collectod fur ftirtlwr analysio 48 h post-trunsfection.
A, transtccted 293T crus svere staincd with 01(14 anti-CD4 monoclonal arnibody, anti iho lcvcl ofccU surfhce CDI won quantitatively cvaluated
by FACS analysis. R, the intectivity et virus produceci in each ccii culture was evaluated by MAGI assay. HeLa-CD4--gal relia were intected with
equisaleut amounts otvirus as determined by RI activity 4 X lO cpm otRT). Infected colis were fixed anti stnined eith X-Gal (5-bromu-4-cliloto-
3-indolyl-p-o-galactopyranoside) 48 h pnstinfertion. ‘fhc number ut HIV4-iiïlbcted positive relis was monitorcd by counting $-galactosidase
positive celta, svhich viain in blue. These data are representative ut the resulta obtained in at least twa independent experimentu. C. luciterase
bnsed intectivity assny. lnfbctivicy ofvirus preparatious, produced as desrrihed above, lias determineti hy ntccting 1G5-lueiferase indicainr T colla.
Data are cxprcseed as ratios ut relative inlbctis’ily, where Vpu l-11V-1 infectivity mas arbitrariiy given n value ut 1. Theso data are represeatative
ot the resulto obtained in at leaut foui- independent experiments. D, Vpu.mediated CD4 degradatiun moclulotea pasitively 111V-t infectivity in
CD4-expresaing relis. HxBH1O-vpu - (Vpq ), HxBHIO-cpu (Vpu ), or HxBH1O-spu”55 tVpa’°’5”) mccc cntranofected with SVCMV-CD4wt
(CD4i or SVCMV-CD4t32 tCD4t32) or control tCD4) plasmids in 2931 colIs. 48 h puat-tranotection, supernatants were coilected. anti virus
production wao determineci by RI activity measurements. ‘l’he infectivity ut virus produced in cach ccli culture wao evaluated by MAGI ausay.
These data are representative of the resulto ohtained in at Ieast thrce independent experiments. E anti F. eflbct ut Vpu on MW-1 infectivity in
Jurkat T ccli unes expresning diffi,rent levels ut ccli surface 0D4. E, unintected Jutkat T ceil linos (CDI , iow-CD4, or high-C’D4) score staincd with
OKT4 anti-CD4 monoclonal antibody. oral levelo of ccli surface CD4 were quontitativcly evaluated by FACS analysis. f, Jurkot T ccli unes score
infected with VSV’G.pseudotyped-HxBHJO-epri or HxBHYO-vps virus. 48 h postinfectian, culture supernalants were collected, md the
intectivity otvirus produced in eacb ccii culture was evalootcd by MAGI ausay. These data are representotive of tue rusults obtaiued in at least
tivo independent experiments.
analyzeti the infectioua potential of Vpu5 anti Vpu isogenic
vfruseo produced upon infection of the human MT4 CD4’ T celi
lino anti PBMCn isolated from two different dunors. The viruses
used to perform the replication kinetico in fcIT4 relis anti PB
MCs svere prnduced following transfection of 293T colis with
HaBHIO-upu’ sud HxBH1O-tpu - As previously repurteti.
MT4 relis and PBMCs, infected with HW-i Vpu’ viruses re
ioased 2—8 times more virus thon HIV-l Vpu -infected reG
cultures at the peak of viral production (Fig. 2, A—C) (38). At
various time intervals dttring the replication kinetics, cell-free
supernatnnts sucre coilected from caris infected cultuhe, anti the
infectivity potential otthe containing virus svas determined by
MAGI assay using the sarne amount of virus as determined by
ET activity. We cunsistentiy observed tisai Vpu virus pro
duccd in MT4 tfig. 21)1 anti Jurkat (data mot shosvn) CD4’ T
ccli unes as svell as in PBMCs (Fig. 2, E and F) exhibitod a
aubstantiai impairment ot their infectious potential as coin
pared with their Vpu isugenic counterparta. This impairment
of viral infectivity resulting from tise luck 0f Vpu expression
rangcd approximatcly from 2- tu iO-told at tise peak of viral
replication depending on the donor or the toutoU T ccli hue.
From these resuits, we ronciude that Vpu noodulates poaitively
the infectious potentiai of HIV-1 virions produced from both
CD4 T ccli unes anti primary PBMCs.
Incorporation ofCD4 juin Virions Iuterfores mitA tAc Lord of
Functionat En cetope Associa ted mitA HIV-7 Viral Porticles—To
untierstand the molecular mechanism underlying ceii surface
CD4-mediated inhibition of HIV-i infectivity, we performed a
detaiicd protein analysis ot viral particles released from CD4-
expressiag 293T relis anti investigated whether li) CD4 mole-
cules were incorporateti intl) HIV-1 virions and (ii) modulation
of celi surface CB4 by Vpu influenceti the levels of CD4 mole-
cules anti HiV-1 Env glyeoproteins incorporateti into virions.
293T relis were co-transfected with SVCMV-CD4 or contrai
plasmitis anti HxBH1O-vpu or HxBH1O-vpu’ provirai con
structa. 48 h post-transfection, cehl-free aupernntants svere coi
lerteti for viral intectivity determination by MAGI assay or
oedimented by ultracentrifugation to isolate HÏV-l virions. Pel
leteti virions moie lyaeti in ratiioiinin une precipitation buflhr
anti divided into two equal fractions that wero immanoprecipi
tatoU svith either anti-004 monoclonal antibodiea (0f01’4) or
anti-11W-1 human serum. Immunocomplexes were then sepa
rated on SDS-PAGE and trcmsferred ta nitrocelluiose mem
brane for Western biot analysis using specific antibodies in
cluding anti-CD4, anti-gpl2O monoclonal antibodies, tir anti
p24. Tise resulta of Fig. lA clearuy shosv that 004 moieculea are
incorporated into virai particies released tians CD4-expressing
293 T relis (Fig. 3A, lunes 5—6, total CD4). Lack of CD4 detec
tien in the supernatant of CD4-expresaing 293 T relis ruiea ont
the possibflity that CD4 asaoriated with viral partïcieo might
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Foi. 2. Vpu modulates positively the infectivity of HIV-1 virions produced in MT4 ceils and primary PBMCs. M14 celis (A andD) and
PBMCs isolaled from two distinct donors (13 sud C,E sud F) mire mock-infected t(erinfected with equivalent ninounts ofHxBHlO-cpu (À) or
HxBHIO-rpu (+ virus. At difluirent time intervalo following infection, culture supernatonts more collected. Viral production sud infect-ivity were
evaluated in duplicates using ET activity measurements (A—C) or tise MAGI assay (D—F). These data are representative ut the resuits obtained in
ai Ieast thrce independent experiments.
originate from ccli microvesicle contamination (Fig. SA, tarie 2,
Total CD4). Substantiai amounts of CD4 moiecules were incor
porated into HIV-1 Vpu-defêctive virions, whereas levels ut
CD4 inolecules associated with HW-1 particlos more drasti
cally reduced in the presenco cf Vpu (Fig. 3A, compare lunes 5
and 6, Total CD4t Similar resuits were obtained when virus
produced trum MT4 CD4 T ccli linos ivere imalyzed for endog
eneus CD4 virion incorporation (Fig. 4A, compare lattes 2 and
3). Interestingly, CD4 recruitment into virion was found tu be
independent of CD4-gpi2O interaction, silice CD4 ivas pack
aged into viral particles produced from an Env-defective pruvi
rai construct, and CD4-CDR2, n CD4 mutant unable tu bind
gpl2O (30), was stiil found ta be incorporated inte viral particle
when coexpressed with Vpu provirai conotructs in 293T colis
(data not shown). Interestingly, Vpu-mediated reduction of
virion-associated CD4 molocules was shown tu correiate with
ma enhancement of viral infectivity (Fig. 3C, compare Vpu /
CD4 witb Vpu/CD4). Moreuver, Fig. 3G reveals that tise
viral infectivity impairment observed in the absence of Vpu
resuits from CD4 molecules that have the abihty tu bind gpl2O.
mdcccl, the gpi2O-binding CD4 mutant, CD4SCDR2 (30), dues
not impair the infectivity utVpu virus aithough CD4ICDR2 is
expressed at tise ccii suruisco and is incorporated in substantial
amounts in Vpu virion (data not shuwn). This observation is
furiher supported by tbe data of Fig. 3D, which shows that
VSV-G-pseudotyped Vpu-defective HW-1 virions produced in
the presence or absence of wild type CD4 exhibit comparable
virai infectivity, although CD4 incorporation in VSV-G
pseudotyped virus or wild type virus was found tu be compa
rable (data not sbown). These resuits suggest that the negative
effect of CU4 on viral infectivity involves recruitment of CD4
moiecuies into virions and requires an interaction between
CD4 and gpl2O.
Tu further explore tise moiecuiar mechanism underiying the
effect otVpu-mediated CD4 degradation on viral itsfectivity, ive
next determined whether Vpu expression influenced tise leveis
of Env glycoproteins incorporated into virions reieased fruits
CD4-expressing 293T ceils or MT4 T colis. Figs. 3,A anti B, and
413 reveai that Vpu docs not influence tise levels of Env glyco
proteins associated with progeny HIV4 particies, since tise
amount ut virion gp4l or gpl2O mas si;nilar in thc prescrite or
absence of Vpu (Fig. 3A, lait-es 5 and 6 Totat En u), anti Fig. 33
or 43, compare taries 4—6 with laites 1—3). As previously re
purted hy Lama et al. (25). levels of virion-associatod gpl2O
were consistently higher in virion produced froua 293 T colis
(CD4) ttsan in virus produced from CD4-expressing 293T colis
(Fig. 3A, compare lattes 3 and 4 with loues 5 and 6, Total Eau).
This effect mas independent ut Vpu expression and probably
refiects tise previousiy reported CD4-mediated gpl6O retention
that occurs in the ER, winch is known tu reduce Env trafficking
anti presumabiy incorporation in progeny virai particies (13).
These resuits indicate that Vpu-mediated CD4 degradation
dues rot iead tu more Env glycuproteino boing incurporated into
HIV-1 virions, and cunsequentiy, tise negative effect ut CD4 on
virai infectivit.y, in our experimentai conditions, cannot bu cx
piained by s reductiun cf envelope incorporation into virions.
We next investigated whether virion-associated CD4 moie-
cules might interferu with Env function by dhaiinishing the
abilfty of incorpurated Env glycuproteins ta bind CD4 moie-
cules ut the surface cf target colis. Spocificaliy, we evaluated
whether a percentage of virion-assuciated gpl2O or CD4 was
compiexed tu each ufiser and whether Vpu expression could
modulato tise amount ut such gpl2O-CD4 complexes. Virion
assuciated gpl2O-CD4 complexes mure isolatod by cu-ùnmuno
precipitation using anti-HIV-1 or anti-CD4 tOKT4) antibodies
and anaiyzed for the presence of bound-CD4 orbound-gpl2O by
Western biot using nnti-CD4 or anti-gpl2O munucional anti
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(Vpu), a fraction ofgpl2O molecules is coiuplexed with CD4,
10 and inversely, o fraction cf CD4 moiecules is found associated
with gpl2O (lane 6, Bound GD4, Bound gpI2O). Expression of
00k14 CO4 Vpu was shown to reduce tise formation of gpt2O-C114 com
plexes given that upon overexposure of the uutoradiogram, a
Oiiiil 0(101 clear difference in bound gp2O was detected in the presence
and absence of Vpu (compare lanes 5 tmd 6, Bound gpl2O;
o liii 1 a0l2O resuits shown for bound Env and total Env were obtained using
different film exposure and accordingly cannot be compared).
o(Kfl a,plSO Moreover, using autoradiogram exposure tinte similar te total
CD4. we were unable (o detect bound CD4 signal in presence of
,,ini.i 13 Vpu (compare tanceS and 6, bound CD4). These resuits suggest
that recruitment of CD4 into tise virion affects viral infectivity
hy forining complexes with gpl2O at the virion surface, thereby
saturating CD4 binding Sites on gpl2O molecules and decreas
ing tise leve]s of functional Env glycoproteins at the virion
surface. Thus, Vpu, by reducing CD4 ceil surface expression
and packaging into virion, iniuhits ibis process and conse
ciuently permits tise release cf infectious particies.
Vpu- anci Nef-mclucect CD4 Doren-madulation Activities Are
Required Jbr Optimat HIV-1 Jn/ivtivity—Both Vpu and Nef
down-modulate surface expression of tho CD4 receptor during
11W-1 infection 16). To investigate their relative contributions
te FIIV-l infectivity. ive transfccted CD4’ MT4 T relis with
proviral constructs isogenic cxcept for the expression cf Vpu
or/and Nef. 3 days post.transtection, the infectivity of virions
produced in the culture supernatants ivas evaluated by MAGI
assay using equivalent amounts of virus as determined by ET
activity. Resuits of Fig. 5 indicate that the absence of either
Vpu or Nef decreases viral infectivity by 4-fold as eompared
with wiid type virus. tnterestingly, tise effect cf Vpu and Nef on
viral infectivity appears te be synergistic rather than additive,
since HIV-l virus produced in tise absence ofboth Vpu and Nef
displayed n 20—30-foid decroase in viral infectivity as compared
with wild type virus. This finding indicates that ccii surface
CD4 down-moduiation mediated by Vpu and Nef during 111V-l
viral infèction is required for optimal viral intctivity.
1H
Vpir Vpu]’oSV-G
Fst. 3. Down-regnlalion ot Cfl4 ccli surface expression and
packaging into 11W-1 partictes enhances viral infectivity by
augmenting functional Env glycoproteins iovels al the virion
surface. A, CD4 melecuies are incorporatcd iota 111V-l particles during
viral morphogenesis. 1L’cEHlO-rpu (Vpu ) or HxBHÎO-cpit (Vpu
ivas cstransfectecl ivith SVCMV-CD4wt CD4wt) or contrai piaemids
(CD3 ) in 293T cciii. Virions were pelleted doive faim ccli frec super.
natants by uitrncenttifugatien and nsrmaiized for ET activity. Virions
werc then lyeed. dividcd into two equai fractions, and immunopcecipi
tatcd tIP) with either anti-C114 monoclonal antibedy tuOkT4) or anti
11W-1 oerum (uHIV-1 t Immuneconiplexes were separated by gel vioc
trophoresis,transferred ta nitrocellulose, and anaiyzed hy Western blet
(IVE1 using anti-C04 (,oD4) polyclonai sotibodies or anti-gpl20
(ogjol2O) monoclonal antibadies oc anti.p24 monoclonal antibodies
(a;,24) as indicated. Resuits shawn fisc I,,,und Env snd total Env ivere
ebtaincd using diffetent film exposition anti accordingly cannai he cern-
pared. B, offèct 0f C04 ceil surface expression on gptl incorporation
inca viral pucticles. Virion prepared froin transfected 293T cciii svere
iysed in radioimmoue precipitotioa buffer. Seriai dilutions of virai
lysates ivere separsted by SDS-PAGE, trunstisrred te rntrscellulose, and
analyzed bv Western biot, using unti-gp1l monoclonal antibndies or
anti.p24 serum. UD. enitiloted. C. effect of CD4 rad surface expression
on viral int(ctivity. Cell-tive supernatants prepared as described aboie
DISCUSSION
111V-1 Vpu is associated wiUs two bioiogical activities during
HIV-l infection; (i) it facihtates tise release of nascent viral
particles by u meclstunsm that is iudependent of 0D4 nnd Env
glycoprotein expression (17, 39), and (ii) it inediates tise opecific
degradation of the 6114 receptor in tise ER (19). Although
Vpu-mediated enhancement of viral release bas an obvious roie
during HIV-l infection (to increase viral spread), tise roie cf
Vpu-nsediated CD4 degradation stiil remaino unclear. This ef
fect cf Vpu on CD4 must confer o selective advnntage to the
virus, sinre HW-l encodes twa otiser proteins, Nef and tise Env
precursor gpl6O, tisat aise contribute te CD4 dosvn-modulation
by acting at distinct steps cf tise inlbction cycle. Several hy
potiseses have been propooed ta expiain the functienal signifi
cance of HW-l-induced 0D4 down-regulation. Firat, ehmina
tien cf the primary receptor from tise cou surface might prevent
cytopathic effects induced hy multiple superinfections (40). AI
were coilccted, and virus production was cletennined by ET octivity
measurements. Tise infecUvity cf virus protluced in caris ccli culture
wos evnluated by MAG:I assay. ‘these data are cepceeentative af tise
resulis ,,btained in ut lesot four hociependent experiments. D, effert cf
CD4 ccii surface expression on lite iotectivity of VSV-Q-pseadatyped
111V-l Vpu particles. 11x61110-cpu and SVCMV-CD3 tCD4’ ) or con
trol plasrnid (FOI were cotransteeted svith et without SVCMV-VSV-G
in 293f colis. Supenistants were collected. and virus production sens
deterrnined by RI activity measurements 48 h post-transtisction. Tise
infectivityafviruo produccd in each ccli culture n’as evaluated by MAI11
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Fin. 4. Protein analysis of 11W-1 particles produced from MT4
T ceils. Hx31110_rpu (Vpu or i-TxJ3l-I1O-vpi (Vpu I acre trans
fecied mb Mil (1)4 T celi lino. At day 2, virionS were pelleted tison
frein ecu-froc oupernatants by nitracentrifiigation, normalized by RT
aetivity, anti lysed in nsdioimmune precipitation buffer. A, virioti ly
sates were divided in two equal fractions anti immonoprecipitated (li’)
with either anti-CD4 monoclonal antibedy (OKI1) or anti-111V-1 oc
rum 1rtHlV-lt Immunocomplexes acre eparated by SDS-PAGE. trans
tbrred to nitrocellulose, anti analyzed byVestem blet (WBI using anti
(1)4 (Total CD4) or anti-p24 serum p241 as indicated. 3, serial
dilutions ofvirion lysates wero oeparated hy SDS-PAGE, transferred to
nitrocelluinso, anti analyzed by Western blst coing anti-gptl mono
clonai antibodies or anti-p24 serum. F3, andlluted.
ternativeiy, CD4 down-modulation might prevent the trapping
anti aggregation cf nascent prngeny virion at the tel surface,
an effect reminiscent of tise tunction of tue influenza virus
neuraminidase protein (41).
In tho present study, ovo provido evidence showing thatVpu
mediated CD4 degradation allowo tho release of fufly infectious
viral particles, shice excessive levels of CD4 molecules on the
ccii surface of virus-producing celle rcsult in incorporation of
these molecuies into nascent virai particles. Accumulation of
CD4 moiccuios at tise ccii surface and packaging into Vpu
defective HW-l viral particles je shown tu have n deleterious
effect on viral infectivity as a recuit et increased formation of
gpl2O-CD4 consploxes attise virion surface, thus ieading ta
virinn with reduced levels of functional Etsv glycoproteins. This
study provides n functional link botween Vpu-rnediated CD4
degradation and tise 111V-1 infection cycle and pathogenesis,
since tise positive effect of Vpu on viral infectivity directly
coi-relates with its ability ta initiate CD4 ciogradation.
Much ovidence indicates tisat the eflbct of Vpu on viral in
fectivity je intimateiy correlatecl with ccli surface expression of
tise CD4 receptor. First, Vpu-defective viroses do not dispiay an
impairment of Cheir infectious potential in celle lacking CD4
expression (Fig. 1, C, D, and F). Furthermore, the inhibitory
effect of CD4 on Vpu-defective l-11V-l infectivity is dose-depend
ent anti is directly proportional ta tise levels of ccii surface CD4
(as shown in Fig. 1, A—B and E—F). Moreuver, ove famsd that n
mutant foi-m of CD4 that je not Sensitive to Vpu-mediated
degradation did inhibit 111V-1 infectivity. Likewise, n Vpu mu
tant that (s unabie to degrade CD4 could not restore virai
infectivity ta wild typo levels. These recuite directly huit tise
eflèct of Vpu on viral infectivity with tise ability of tise protein
to mediate CD4 degradation (Fig. IL)). lnsportantly, our resuits
provide evidence Usat tisis effect is not hmited to colis overex
Fin. 5. Eftect of Vpu. anti Nef-induced CD4 clown-modulation
activities on 11W-1 infectivity. Isogenic pNL4.I-vpet /oct’ pre
viral DI1A coostructs were Lrmisfected into MT4 celle. 72 h pssl-trans
fection, oupernatants were collected, anti virus production deterinined
by ET activity nseasnremetsts. ‘flic infectivity of virus produced in cadis
ccii culture ovas evaluated by MAI11 assay. These data are representa
tive cf the revalu obtained in et Ieast three independent experiments.
pressing CD4, such as CD4-transfected 293T celle. since it dan
be ubserved in MT4 anti Jurkat CD4 T ccli linos as weil as in
prirnary PBMCs, thus cnntirnsing tise in uioo relevnnce ofthis
phenomenon at F114 expi-ession leveis (bat accurately reflect
the physiolugicai level tound on HW-1-infected host celis. Sur
prisingiy, althuugh tise infectivity putential of Vpu-defective
virus wae signiiicantiy reduced (F’ig. 2) as cumpared with Vpu
virus, a deiay in tise apparition of peak of virus production
duting repiicatiun kinetic stuciies could not be ohserved. in
deed, if the mie ofVpu iii ta cishance viral infectivity. one would
expert to observe a rephcatiun kinetic delay between Vpu tind
Vpu” viroses. Tise (hilure of Vpu-detective virus ta repiicate
more siuwiy than Vpu virus may ho duo to tise fart that their
viral propagation occurs primarily by ceil-to-ceil contact rather
than thrnugh fi-ce virua in tissue culture systems. interest
ingly, a recent study has shown that Vpu-defective virus prop
agates more efficiently by ceil-to-celi tI’ansuhissjon titan virus
oxpressing n wild-type Vpu (42). This enhanced transnsission of
11W-1 Vpu-defective virus by ccl to ccl transfer miglst com
pensate for their infectivit impainnent and consequentiy re
suit in replication kineticu veoy similar ta wiid-type HW-l.
Co;ssequentiy, given that the effect ot Vpu on virai infectivity
ovas obsen’ed in difforent experimentai settings (transtected
celle, T cdl linos, anti primary colis), it is tenspting ta apecuiate
that tise raie ofVpu in 111V-1 infection je ta enloance the release
of fuliy infections progeny virions, thus fadilitating not only
viral spread within a liost but aiso horizontal transmission.
Tise degradation ot tise CD4 receptor by l-11V-1 Vpu was
thought to enhance tise release of Env glycoproteins from the
ER anti their subsequent maturation, traffickhsg, anti incorpo
ration into nacrent v(ral particles (13). Oui- data show that tise
elTect ut \Tpu on virai infectivity correlates with decreased lev
ol oi’CD4 moiecule expreosed at tise tel surface and packuged
intu virai particies rather titan with increased leveis of Env
incorporated iota virions. In fact, aithougli Vpu or Vpu vi-
ruses dispiay differences in their intectivity potential, tise lev-
cia uf gp4l nssociated with bath vii-uses romain comparable
(Fige. 33 and 43). These resuits do not i-nie ont the possibiity
that Vpu-mediated CD4 degradation might enhance tise re
lease ot tise Env precursor from tise ER as previouslv reported
(13). However, titis efficieist release of Env that prestunaisly
takes place with Vpu virus dues not translate iota nsore Env
glycoproteins being incorporated iota nascent viral particles.
Moreover, these data indicate that Use intect(vity impairment
observed with Vpu-defective virus does not resait from fewer
envelope glycopreteins being incerperated into virions.
Our resuits are in agreement with recent reports, which
showed, using virus isogenic for the expression of Nef and/or Vpu,
that high levols cf CD4 on the ecU surface intorfere with the
production of infectious HW-1 particles from infected celle (24,
25). However. the mechanism they propose to accoemt for this
inhibition differs from the one suggested by the present study.
They show that in the presence of high levels of surface CD4,
releascd virus incorporatos CD4 and displays a suhstantial ru
duction of Env glycoprotein levels presumably by o sequestering
elfrct of the viral Env glycoprotein by CD4. ‘Aïhereas the efïbct of
Nef on Env incorporation was obvious from these studies. the
effect cf Vpu appeared iess prenounced. Using Nef.defective pte
viral constructs isogenic except for the expression of Vpu, we
failed to observe suds n block in Env incorporation in Vpu
defèctive virien, suggesting that l.he mechaniems by which Net
and Vpu contribute to viral infectivity may hi distinct but cern
plementary. It bas been reported that HIV-1 Env undergoes
rapid endocytosis using clathrin adapter molecules (43). The
sarne endocytic machinery is targeted by Nef te mediate 0D4
intemalization (44). It je therefore possible that the higher level
ofvirion-associated Env detected in the presence of Nef could be
the recuit of Nef redirecting the endocytic machinery te down
modulate CD4 ccli surface expression, thereby diniinishlisg Env
endocytosis and allowing more Env incorporation inte HW-1
particies. Experiments aimed ut analyzing the specitic contribu
tion of Nef and Vpu rnediated CD4 down-modulation on Env
function are currently under way.
The effect of Vpu on viral infectivity is strongly correlated
with the ability of CD4 molecules te bind gp] 20. lndeed, ccli
surface expression and incorporation cf a mtitant form of CD4,
unable te hind gpl2O, do net impair the intèctivity cf Vpu
detèctive virus (Fig. 3C). Incorporation cf CD4 moiecuies perse
into virion drus net appear te impair viral infectivity by affect
ing the architecture et the virus, since pseudotyping of Vpu
defective virus with VSV-G glycopreteins fully restores viral
infectivity (Fig. 3D). The rnost obvious model emerging frein
our data would be that recruitment cf CD4 into virion affects
viral infectivity by forming complexes with gpl2O at tise virion
surface, thereby saturating CD4 binding sites on gpl2O mole-
cules and decreasing the levels cf functional Env glycoproteins
at the vidon surface. Vpu. by dtmintshing CD4 ccli surface
expression and packaging into virion, reduces tins interference
and allows release of viral part ides harboring functional Env
glyceprotein capable cf binding CD4 melerules at the stirface cf
target cells. Finally, altisougle our data clearly indicate that celi
surface CD4 down-rnodulation by Nef and Vpti during HIV-1
infection ïs required for optimal infectivity, we cannot mie eut
the possibility that the synergy in the infectious potential that
we have observed in the presence ofNef(Fig. 5) (s solely due te
Nef-mediated CD4 endocytesis, since (t bas been sbown that
Nef can centribute to viral infectivity in n CD4-independent
manner (45).
In conclusion. we confirm here that one important mole of
CD4 down-inodulatien is te permit the release et fully infec
tious virions, siace excessive levels of CD4 molecuies at the ccli
surface and in nascent viral particles bas dramatic conse
quences en viral infectivity. Two HIV-i proteins, Nef and Vpu,
counteract this inhibition by down-modulating the ccii surface
expression cf CD4 and, as a consequence, have synergistic
effects en viral infectivity.
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ANNEXE 2
CD4 dimers constitute the functional component required for T celi activation.
Moldovan, M. C., Yachou, A., Levesque, K., Wu, H., Hendrickson, W. A., Cohen,
E. A. and Sekaly, R. P. 2002.
Journal of Immunology 169 :6261-8.
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CD4 Dimers Constitute the Functional Component Required
for T Celi Activation1
Maria-Cristina Moldovan,2*t Abdelkadcr Yachou,2*# Karine Lévesquc, Hao Wu,11
Wayne A. Nendrickson,” Fric A. Cohen, and Rafick-Pierre SékaIy3*t
The CD4 molecule plass a key role in the development and activation of helper T cdils. Dimerization and oligomerization is otten
a neccssarY step in thu fonction of several ccli surface reccplors. Hercin, we proside direct biochemical evidence conlirming the
presence of CD4 as dirners in transfected cdils from hemopoetic ami fibroblastic origin as well as in primary T cdils. Such dimers
are also ohserved with niurine CD4 confirming selective pressure during evolution to maintain such o structure. Using o series of
point mutations, we have precisely mapped the diinerizalion site at residues K318 and Q344 ssitbiii the fourth extracellular domain
of Cl)4. These residues are higbly conserved and their mutation resuhs in interference ssith dimer formation. More iniportantlv, we
dcmonstrate that dimer formation is essential for 11w coligand and coreceptor funciions ufCD4 in T ccli activation. These data strongly
suggest that CD4 dimerization is neccssarv for heiper T ccli fonction. 11w Jauriwl q[Im,nuiw!oj 2002, 169: 6261—626$.
T lie CD4 molecule in composcd of an N-terminal extracellular portion, a transmcmbrane part and a short cytoplasmie tau. This molecule plays an important colo in tho
developruent anal the activation of T colis hy increasing die a0itiary/
avidity ofTCR Rat the peptidc;class Il molecule ofMHC tI and/orhy
trunsducang signais through the assoctated tvrosine kinase p56’1 (I—
4). lhc extracellular part ofCD4 consists 0f thur domains (Dl—D4)
with lg—like structures and in involved in the interaction with class Il
molecules of die MllC and other huiands (I, 2. 5).
Previous reports hase suggested that CD4 may exist as a dirner.
Several of tue CD4 liuands have brun desccihcd an muhimers,
including MKC Il as n dimer of csfJ heteroditners, the chemout
tractant factor IL-16 as a homotctramcr. and the HI\’ gpl6O as a
trimer (6—10). Moreover, lite superdinter in the erystal structure of
the humas clans Il DR 1 isotype cas ltypothetically inleract with
two CD4 molecules (il). Additionally, we have reported that both
sides 0f CD4 are os olved in CD4-medisted T ccli activation, ong
gestiltg RanI ose side ofCD4 may play n rol in MHC il interaction,
whilc lite other mdc may ho involved in CD4 self-association (12).
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soda ii U.S.C. Seciton 733 soicty te indicate liais (20,
l’iata ssork mas suppancd 6v grattis trotat aise \at,oati Cancer insaataate et Canada
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In 1997. Ihe crystal structure ofthc four extracellular domains of
humait CD4 han becs dctcmlined. li shows that C04 anoleculcs
cati foi-au dimers through the D4 doniaint (13). This k clearly dif
forent from the conclusiott proposed hy others who have used pop
tideanalogs 10 shosv that CD4 dimcrircs througtt 111e CDRJ loop
ofiis membrane distal domain Dl. Others, using chitueras ofCD4
and CD2 have siaggcsled thai D3 and 04 cotald mediate CD4 dirncr
formation (III, 14—16). Dimers of CD4 have recently brun dem
onstratcd on the surface of lymphocytic ccli linos, in iysalcs trnm
primal-y ‘t oeils and from iyrnphocvtic itoU monarcytic ccli unes
I 17). Howcver, tlaesc ruporis have not addrcssed the tunctional
importance ut’ ihcse dimers nor hase lhey identiflcd tho CD4
dimerization site (17).
Herein, wc confimt the preseitcc of CD4 dimers on tlte surface
of T cells atul we provide direct evidences that residues in die 04
domain, pi-osent ut lite dimer intertace as shown in the cr201111, are
required for dimer fonnation. More interestingly, ove cieatly dem




A2.0i is e hutaia,an UD$ ateganve T ccli liate. getaerated by limuting dihttiott
0f lite AlOi sarisant ot the CEM ‘t cdl iane (16). MAiS ceils ancre geai
erated liv stable transtèctinn ofiite A2.Ot ceils svitta sviiial-171e twrln COI
as descrilred bcioss. KR3 is a C04 tiegotise muriaac T cil hybetaloana
ivhnse 1CR in specitc 10 the maie Ag H-Y 119). 30152.5.8 as n muHne
C04 laegatise T ccli itybridoma obtaitaed by single-cet elaniaag of30152.5
hybridttm;a 120-22). DAP-D’. DAp.DaDR4. and DAP-ORt ove-e gener
ated hy siabiy lraaisiaieiinag DAP-3 oetis (12,23) wilh lite gette encodiatg ttae
mcarinte Mt-tC et;ass I isotype calotte or Isgeliaer wilti cDNAs encoditag tlie
u- aaid i3-chaiits cf the haaman ciass Il isotypes 0R4 or ailla cONA encsd
ing lie isotype OR I. respectively 112. 24).
,4attihodïc’s
L-68 canai 0KT4 ;are ntouse mAhs specific 10 Iaaaman CDI (12. 231. lite
rabbil anli-hunian CD4 polyctaanat serum mas u giS oU Or. A. Ttatnch
(SntittaKiine Beechatn Piacarmaceutieciis. King of Prsssia, PA). 11129 isa rat
anti-msaaiate CD4 naAb (25). The rabbii aaati-taernaggiutintn (HA) polo-
clonai Alt Y- I t svns purchased feoan Sanla C’ruz Diotectinoiogy lSnntn
Cnaz. CAl, anal tire allasse niati-giutanaic acid-proliaae (Fii’l attAh CLPOOIA
Ahhres t:aaiotts escd in lits piper: W], saitd lype; IAA, ,odoacclamadc: Ni-M, ‘sU
etttylaatnletaitidc_ SIiR. sa_aphylaicoecais cnaereaesin Il; liA, itcntagolaatintin; (sI’. dia—
nantie acid-prrsltrte, sCD4, sorftce C04.
Copyrigtrt 2052 hy ‘i-lie Aaoeeican Assiteiasoit saf lmmsreatlunists, Inc. 0022-1767402,302.00
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(bote Cedarlane Laboratories (Hontby, Ontarto, Canada). K]i2 s an ntAb
specific te the D” alloantigen-speciflc TCR (12). The mense F23. I mAb in
speei8c 10 lite mouse TC’R beartng V% and mas prosïdcd by Dc. A. Veil
lette (Mccliii Cancer Center. Montreal, Quehec, Canada: ReE 26). Abs
aitii-human Fc, DR, ami 6K sucre prcpared in our iaboratory from ha
hybridoina IV.3, 131.12, md (29, respectively (American Type Culture
Collection, Manassas, VA). The CD8-speciiic Ah wm purchascd thom
Pierce (Rock tord. IL): tise peroxidase-conjugatcd anti-rabhit Ab svas trom
iackson ImmunoRcscarch Labomtorics (Bar Harbor. 61E): tise anti—mouse
g suas frtsm Pierce: and anti—rat g wns frcstn Santa Cruz Biotechnoiooy.
iVe.utc’rn bltu anoli’.sbs
Ccii peilets sucre iyscd in 0.5% digitonin (Siema-Aldnch. Oakntlle. On-
tarin. Canada), 15(1 ntM NaCI. 20 mM triethanoiamine. attd I tttM EDTA.
Laemmii satnplc baffer iacking 8138 and 2-ME (611 mM Tos (pH 6.8), 20
1agimi hromopitenoI bine. and 6% glycerol) suas added to tise stipentatant.
Whoic-cell iysatcs mare then fracttonated in 9% SDS-PAGE gels ami
trastsferred onto nitrocelinlose membcanes (Amersham Phannacia Diotech,
Piscatasvay. Ni). Blets sucre probcd with Ose CD4-spccific polyclonai Ah.
toiiosved by peroxidase-conjugated auti-rahbit Ah or with the CD4-specifle
tttAh L-68 tbliowed by peroxidase.conjttgated anti-motise Ab. lilots sucre
ilten dcvelopcd tishtg ECL (NEN, Guelpit. Ontacio, Canada) utd atour,,—
diograpity (Eastman Kodak. Rochestcr. NY).
(‘eh tnetabohic Iabehittg anti inttttuttopt’ecipïtation
Forty.eigbt bouts pont trattsfcciiott (27) of tise eukaryotic cspcession uector
SVCMV cxpressittg WT CD4 ormutaied (C4202A( C04 andior Wt p56””
(2%. 29). (OS-7 ccils suera cuitured in methioninc- anti cysteine-lrcc
DMEM nsedia (1CN Pltarmaceuticais, Conta Mena, c’A); then. the transis-
bel mix ç[Sjmethioninc attd [358]cysicinc 200 (1Ci; 1CN Phannaccuti
cals) suas added (ht 5 h. lsnmunoprccipitations sucre condttcted on ccii
lysates Uuiflg OKT4 itybridorna supernatant itt the prcscncc cf pwtcin A
Sepharosc bestds, thett rcstsspendcd in nondenatitring and nottreducing Lac-
mmii buffer attd fractiottatcd ht 6h0 SDS-PACE gels. Dcicd gels ss’crc ats
toradiographed. Aitcmatively, total ccliular protcins sucre pceparcd in 0.5%
digitonin and pctttcmn inhibitors mixture (2 tuM PMSF, 10 1ag.’tni lestpeptin.
sud ((.1 (1M pcpstatin(. FroIdit G—Scpharosc bauds (Atncrsham Phamiacia
Biotecit) sverc incuhatcd svith rabbit anti-lIA poiycionai Ah Y-il. and
imrnttnoprccipitations sucre (lien condttctcd by adding (ha coupicd Y- li Ah
ta tise cdl iysate st,pcrnatants. Imtnttitopcecipita(es sucre resuspcndcd itt
dcnaturittg, but noitrcducitsg Laensmh itullisr to preveut the dissociahot, ot
the 1g citaitts Ii and L, aud then resoived in 9% 80%-PAGE gels. Pcoteiits
sucre imnsfccred tu nitroceliulose membranes (Amersham Phannacta lito
tecis) and blotted with the mouse anti-EP mAh C’LPOOI A (10 1.ng’tsii i or the
nlctusc an(i-CD4 mAh L-6% t I (.tgimi) foilowcd hy anii-mousc pcroxtdu.sc
cottjugatcd secttndaty Ab and devciopcd using ECL and autctradiogrttphy.
Genc’,’atftttt ofceiLn expt’e.s.si,tg tctgged CD4 or !ttt(tattt CD4
tttoic’ctties
TIte CD4-tagged tnolecuies were geuerated hy PCR using a pair ofohgo
uucicotidcs corresponding tu (ha complcmcntasy coditsg scqttenccs for (lic
HA epitope (TGAATTCACAGGCTTGCGTAGTCTGGTACATCGTAT
GGATACCCGGGAATGGGGCTACATGTCTF) or si 6-f Id rcpcat attise
EPmotit(’tGAAil’CAAGG’FIC:AGG’CtCTGG’l’FCAGG’rrCi’GOT’tCT
GGCTCCCCGGGAA’tCiGGGCTACATGTCTT). Mutagenasis mas coit
%msed hy dideoxy seqttencittg. lite cONAs encodittg tite tagged issoiecuies
sucre then cioncd mb Ose eucuryotic expression vector SRsv ttconsycin (30)
and used ta tritnstect À2,0l ceils hy eiectroporation Ii8i. The dimerizatiott
osutants sucre made by overlapping PCR. introdueed nia thc SRu-puco
mycin nector (30), and transtecled mb A2,lil and 3DT52.5.8 ceils (18.
20—22) as dcseribcd previousiy (12). Stable trnnsfeeiattts ocre gcncr.stcd
by addsng tIse seieetion agettL ptitoinvcitt (Signtst-Aldrieh) or G-418 (Ltfe
Techttologics. Btirlittgton. Otttario, Catsada). at cottccntrattons of0.8 (cfrttti
nid I .5 mgnnl, respectiveiy.
P,’c’pa,’ation of’ (‘1)4’ T cehis
Peripherai biooci PBMCs sserc isoistted fions Istiman biood by Ficoii gra—
dsetst (Aiticroltans Phannacia Bioteeh). Periphcral blond collection front
heaithy human uoiunteers svtts ttbtattsed thiiosuing approuttl ut itsstituttottai
ethical reviens’ board. CD4’ T celis suere titen pstritied by negattue sciec
lion nstng Abs specific to Fc, OR. 6K, anti CD8 aceordmg (o the suant,
factut’er’s reeotnttsettdations (Pierce coliimits). Tbe purity ot the CD4
popttiatittn svas then tesicd by s(ainittg svith Stmuhest CD4ICDS (BD Bio
sciettces, Moontaitt View, C’A) attd 0cm cytontetty attaiysis. Pttrsty of
sotlcd populations suas alsvays >9(1% CD4’ T cefls.
Stitttttiatiott o/’ T cehls ,tttd titeUsttretttcnt o! IL—2 pt’othttc’tiott
lite coiigatsd at,d coreceptor assays have heett describetl preusousiy (12,
23). After ouernigltt t,tctthatio,t al 370C, supernalants ss’cre then hars’ested
attd leveis ut IL-2 prodiictiots sucre assessed using tise IL—2.dependettt ccli
bise CTL1_.2 and thc ltcxosatssittidasc cniohmct6c assay as prcviousiy dc—
scribed 1231.
Detet’ttt/tttttio,t o!’ EC50 l’ail,)
Titesc r,stios svcre caicuiatcct as dcscribed pres’iously li 2). Es brtcf. EC55,
suera deternsiocd as tire atatount of staphyiococcus enterotoxtis B 1SEH)
resulting in tise isalt tttaxhttai response otsttnsuiated T ceils as mcasurcd by
IL-2 production. Thc iag eoucenlr,toons of SF0 uscd sverc plottcd tin the
u-axis antI lite correspotsdittg IL-2 ptodttctian on lIte s’-axis. Cuise flttsng
ts’as thcn perfontted using lite Sigtisa Plot progrant (i,tndei Scientitic. San
Rafi,ei, CA). Tue EC,,, ratios sucre c,tlcuiated accordtng to tue toilowtng
fonnitia: EC55, ohtaittcd for celts expressing traitant CD4/EC,,, ohtatned for
raIls cxpresstng WF (‘04.
Resuits
Hu,ttochtt,et-s of CD4 aie /are.settl on tlte c’c’hl sttrfare o/ T relis
We deveioped t hicichemicul ttssay 10 asscss tise presence of CD4
dimcrs in ,\2.Oi CD4-Iransfected T cells (1%). Foliowtng gdntle
ccli lysis and sampie preparation in tIse absence cst’ SDS atsd 2-ME,
irnusunobiots svith either CD4-specfic polycional or mAb (L-6%)
,Ahs etsabicd us 10 detcci iw<t i)atsds wtth approximaic tsscslccuiar
mass (0) of 55 and 111) kD,t, corresponding 10 tire cstirnaleil sizes
of monomcric itou dimcric forms of CD4 (f1g. lA anti daia flot
1.4
r 0t,k U— —t 154 isinunniO Itt.t-rt4Lk
FIGURE I. CD4 t,soiectdes cxist as n,ottonscrs. ttintcrs, at,d tdtramers.
Ccli peiico ss’crc iyscd suiilit 0ES Wgttonitt ttttd anaivzcd by Western Mot
using o CD4-spccilic polclanai Ab. Lattes are as toiiosvs.A. Uotranstcctcd
(UT) or transtccted A2.0 I celis svillit WT CD4 (WT) tttttrcatcd (Nt) or
Eeated svith tise snllh dri hiocking reagetits b tstM 1AA (IAA) orS nsM
NEM (NEM(. B, UT ortntnsfcctcd A2.itl ceils witb WT CD4 (OIT) svhose
listai lysatcs sucre prcptsred using Lacmmli httifcr cotitaining itcithcr 50%
nor LI-ME (NE) or containing 2% SDS and 1% 2-61E (R). C.’. COS-7 colis
suera trattsiently lmnslbcted suitlt co,ttroi piastnid (Mork(, SVC’MC’ CD4sut
((‘04) or cotra,tsted(ed ssitit SVC’M CD1wi atsd SVCMV p56”’ (1704-kb).
Ccii iabehttg astd itttrnuttoprecipitations suttit lite attti-C04 tnAh OK’t4
sucre conclttctcd as descHbcd in ,lfot,’,’isLs ttttd i(et)wd.s. The mohibties fin
kitodaitons( ot m,tlecular mass markcrs are indicated ta the letS of tIsa
auluradiograns. D rcfcrs 10 dunes’: M rcfcrs 10 mooomer. D. CDS-7 ceils
sucre traitsfected suith SVCMV-CO4sut ((‘04) oc control piasmid (Mock).
FoNy-cigh( ituurs posltranstection. ce%s were iysed su digiloniis buffer atid
cehiutar lysate insmutmprecipitated witlt unti-C04 tnAhs. Itttntunocont
plexes sucre s’p’,tntted by gel eicctroplsttresis usitsg nondetsafttriug conditittus.














































FIGJRE 2. CD4 inolectiles Ibon hontodiiners. A. Intmuuoprecipita- 1(t) wT CD3t- ur ttr-
tians, with the IIA-speci6c Ah Y-l t followed by’ Westetti blot using the —
anti-EP inAh CLPOOIA. on lysates flom A2 . 01 untrans(6cted (UT) or 16— t 16
u tnsfutcd with lA t t , I CI)4 ttone )t I k CD4) ai Lob lier with F- I D
ta6ccl CD4 t HA — EP CD4) B ‘J tst rn blet utn tut. CD4 p ht. mAI * 97
L-6$ and total Iosaies 0f A2.O1 (Ufl or MAI5 (WT). 16e anti-I lA immu
noprecipitate flom the lysate oC A2.OI transfected with HA-tagged CD4 a .
lent, (II ‘ (D4) or to5ttliu etitit LI ttLt.d CD4 )IIA+EP CD4I M
Western bio! ustng anti—CD4 polyci000l Ah ami total lvsate ofA2.Oi celis M
untransiècted (UT) or transfecteci with WT CD4 )WT). (tilmunoprecipi
tates ohtained frotte tysates ofA2.O1 ceils trnnsfectcd w tth EF-tttg’ed C04
ttsittg protein G-Sepharose beacis atone (None). 6e aitli-[tP mAb (Anti- FIGURE 3. (04 dimrs ,tre pre5cttt on the ceil surt)tce tif trattsfected
6F). or 6e anti-liA polyclotiai Ah (Antt-l(A( calls. in ptimary T celle. anti are consen-eti action species. -I. A2.Oi celle
trattsfected evith \V1 (04 (MA15) fWT( or EP-taged (04 )Et’-CD4I
ocre treated eeith cuber tnediutn )NT) or the CD4 speciile mAb L-69
shtesn). The L-6% mAb mapslo the (‘DRI anti CDR3 ioops olDi (L-66). Afler esashing ont unhound Ab, celis were Iysed anti tntntunopre
ctf CD4 (23): jt dues net hind the dimèrization site ttnd hence cipitations whh protein G-Sephttrose beatis esere perf nned as descrihcd
. (ht Fig. 2t(. In laite L-68;EP, aller inetihatinti seitit tue C04-specific mAb
shotilti toI alfecl CD4 scil-assoetatton. As expccted. CD4 mole
-
. - - L-69 anti washttig out uttbouttd Ab, lite ceils werc lysent in the presence ot
cules tntgntte faster entier these contittions Ihate in reductn anti -(nid ence s tnt turne as ni tsttr U 6v celI eqtttstience oC (ventes pre
denatuting conditions (Fig. 1)3). A oituilar patient seas oblatned itt pateil front EP-CD4 ccli csprcssittg sitnllar tes-etc oC (04 tto(ccnlce
COS-7 ceils transfected ce tilt (1)4. dctnonstrattng that C04 oh— Suhsec(uentiy, irnntunoprecipitttiions with protein (i-Sepharose beads ente
gomer lbrrnaiton occttrs in 16e absence oC lyrnphocyte-spccific J1t0 perfnrmed as descriheti for Fig. 211. The intrnuttopreeipitates evere then
teins (Ftg. I. C anti D and data itol shown). The 0K14 mAh etsed atealyzed by Western hiot as desrribed in Fig. UI. B, Western blot was
in Ihis sludy 10 immunoprecipilatc CD4 complexes mape b the D3 conducted. asic Ftp. 1.-i. oit total proleins prepared trntn A2.Ol celIslUT).
domain anti tiens flot encompans the ciirncriztttion site: ttotably. MAIS mils (hVT(, or frum prtnutry (01 - T c-cils ((04’ 1. c. Cells from
OKT4 won shown to inhibit homodimerization cl soluble recotn- the KR3 T ccli (te-hndoma ontransfcctcd (UI) or transfected sentit thc ntu
bittant CD4 ntolecules. but flot of membrane-botind CD4 mtsle- rote CD4,L3T4 tL3TI( secte lysent and tnalyccd by Western Moi as de
- - .
— in scribec( above exeept tIsai sue ttsed tite L3T4—specific tuAIt [1(29 follossesi
cules (17). lnleresltnly, ttpon cotransfecltttn oi CD4 wilh p6 . . - -
- - - - b)’ peroxidase-coojugatccl toit-mi Ah tsr hloi revehttton.
ttddtlional hands corresponding tu CD4 dirners associaIent wtih one
tek tuiolecute (o—tek) or wilh two tek tnolecules (D—tek/lek) were
observed. Thesc protein hands evere flot dcleeled evhcn o multtuul Western blot with (lie EP repcat-specific mAb CJ..POOIA revcttled
CD4 titot is unable 10 hind tek suas coïrttnsfecled (Fig. I, C anti D s baud cctrrespotudtttg (o flue EP-tttgged (04. tndtcating 16e fur-
anti dattt toI shown). (04 dimerizotion in flot duc 10 nonspecific motion of ti complex fiitti includen EP and [IA-taggcd CD4 mol
inwracliotis tlurocttih fi-ce cysleines, as demonstraled by’ the delec- ccttlcs (Fig. 23). Conltol Western blots perfonuued ttsing lite CD4-
tion oC this dirner evetu in (lue presettce 0f the alkvlating reagcnls specitic mAh L-6%, delectcd CD4 iii immunoprecipilales front both
iodoacelamide (IAA) or W-ethylmaleimide (NEM) (Fig. 131. lite Iransfectatuts (Fig. 28). furtluermore, HA-taggeti (:04 moleccties
small diiît-ençe itt migration ofdimcrs foliowing lrcalnuent evillu IAA transfeeled itito A2.0 I mIls were flot rcveaied hy the CLPOO I A
anti NEM cctuld lie due to diflèrences in iheir interaction wiih thiol mAh (Fig. 2.1. Finally, n signal evos observed csnly in die ttnrnu
groups within CD4, whieh cottld induce diflèreni structurai constrainls noprecipitale obtaitued with ttnti—EP tttAb whett lysalen froto celle
oie CD4 dimcru. Toc addilionai bonds. mignsling aI —70 anti 85 kDa expressing EP-CD4 secte used for immunopreclpilatiotu mOb pro
thai iipar in somc hiols arc rnosl likcly 10 be unspecific sitice lhey leitu G Sepharose aloite or complexed 10 cuber anli-EP or anti-HA
are aise ohscrnecl in hysaies cf unlrntmfcetcd celle (fige. 38. attd 5,3 Abs foilowecl hy Western blet with n C04-speciflc poiyclonai Ah
and B. anti dattt flot shosen). (fig. 2G). Ailogelher. dose results demonslratc Ihol (04 con fornu
Te detnonslrate ihat die -‘1 iO-kDa hand correspotids to the homodirneru and lItai these ditncrs tnigrate at —110 kIls.
CD4 itotiiodimcr. ovo consiruets invoiving lite C-lenuuittal addition Te tietnonsttate ihat (‘04 ditoers are presenl on the cdl surhtce.
to (04 of lite influetiza lIA cpilope or thc EP tepeal wet-c gener- intact A20l WT C04 - trnnsfeclants sucre ((rot iticubatcd wtth the
aled anti stahly eotratinfecled mb A2.0l ccihs (31). hmtnuttnpre- CD4-spcciflc mAb L-68, anti ihen lysed anti ccli surlisce ituimu
cipitations with lIte HA-spccific polvclonai Ah Y-l 1 folloiveti by nocomptexesanalv7ed hy Weslern blot using a rahbit potyctonal
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FIGL RI. 4. Idenli Ocaiton oi the (Dl dimon,,ilion site ,i. [alu) ccii
ivsates tram untranstccted (UT) or transfectul A2 0) oeils with CVT CD4
(WT) or CI)4 deleted in ils ctopiasmic paillon (Te) (4)) acre anaisied h
Western blot as described in Fig. 1.4. 6, fr,St. Ribbon diugram of lie 04
dornain dinter structute. in roi) uni) blue, tespectisels. looking dossn 16e
2 ibId avis The side citons ot dimcr-interf tee residues arc shois n. Righl,
Mo)ecnl,ir surface of 16e 04 protomer in red. retaled 6v 90 deree a(ong
v-avis Dimer-interface iestdues tire lubeled
anti-CD4 Ab. Rcsuits of u representatiuc experiment (n = 3) are
tiiuslrated in Fig. 3,1 and cleariy show 16e presence of ccii surface
CD4 tnonoincrs (hand ut 55 kDa) md ccli surface CD4 timers
(band ut l 10 kDa) (Fig. 3,1) We perfomied lite ibulowing cx
perimeni to ensurc litaI lite surtiicc-bound Ah tocs flot hind an),
tntracclluiar material reieased postiysis and OuI ail Ah sites arc
saturated fo]lo itia their btndtn 1016e ccli surface CD4 molecuic.
We took advantage of lite fact tha[ sec ltad gcnerated FP-taged
CD4 molecules attd ittcuhated lysales of colis expressiiw such mol
ecules with immunoprecipitates of ccli surface CD4. A 5-fuit ev
cmis 0f Ivsates frotu ceils expressifs EP-CD4 was used in these
cxpcdtitents. The aduatitage of Ilsing stteh molcculcs residcs itt the
fact litai thcy can ho easily disiinguisheci fion WT CD4 by Iheir
molectiiar mass or ftom binciing 10 Abs spccifie lu 16e FP.tag (Fig.
2, B and C uni) data nui shown no. 2). )fAh sites ss’cre flot saluratcd
6v ccli surihcc CD4 moiccuies. lhcy wou)d theit ttteract s ith tise
exccss of EP-taggcd CD4 tnoleculcs. This shouid rcsuii in tise prcs—
ettcc oC hands migrntiitg ai molccuiar mass correspondittg 10 EP
tagtted CD4 whcn immunoprecipitations oC ‘.‘T CDI are con
ducted in the presettec oC cxccss CP-taggcd CD4. Rcsttits of fig.
3,1 ciearly show the presence of Éwo hands tuligrating ut “55 and
110 kDa oniy (Fig. 3A). They fou to demonslrale Ihe prcsence of
EP-taggcd CD4 moiecules. Thcse rcsuits provide an ttnambiguous
dernonstnilton litai tise CD4 moieculcs ohserved in our experimen
tai conditions correspond to oeil surface CD4 (Fig. 3A). Specificitv
of 16e expcnmcnt is providcd liv tise absence of any dcicctablc
bande in WT CD4 or EP-CD4 celis put in 16e presence 0f media
alone or CD4-negativc cclls treatcd wiih media or lite L-65 rnAh
(Fie. 3A uni) data not shown).
A similar analyste suas performed on purified humait CD4’ T
colis to conflrm ihat titis fitiding cou(d he cxtendcd Et physiolog
À
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es si OLEN COInS 5631 59V WVI.NPt AIIM 56130 USD511 QVL CES NiE
FIGURE 5. Hiuctie,tiical analysis of lite CDI dimerization site. A.
Western blot as desctibed in Fig. Ii on tnial proicins frnm A2.Ot celis
untraatsfectcd UT) or triinsfccted ssith cuber WT CDI (WT) or difitirant
CDI mutants. Eacb rutilant is designatcd by 16e leiter syinbol of 16e amjno
acid tollosved hy lite flamber oC us position in the CDI sequeiice uni) tue
substituted residuc. Mean fluorescence vaines obtaineci )y fuse cytontetry
tir cadi CDI traiislticlant are indicated helow the eorrcspoimding irait-Abc—
tant. fi, Westerti blot as ilcscribed in t’ig. 1.1 oit total proteins 190m
3D152.5,S oeils nntransfected OiT) or transfected malt either ViT CD4
(WT) or dilttirent CDI mutants. F.acli mutant is designated by 6e letter
synuhol oftlte amitto acid ttiilowed hb 6e nttmher 0f tis position in 6e CDI
influence uni) 16e subsiitnted residue. Meus fltn,rescence values oht;oned
by ibm eytumdlry (tir cadi CDI transfectunt are indieatcd belote the cor
responding transfectant. C, Sequeitce altgitment or primary structure oC
CDI molecuies originating front different species inelnding ltttman (t-l), rut
)Rt), motise (M). rabbi) (11h), rat (C), eltistpanzee ICit). ait) rhesus ma—
caqite (19h). Sbown are re.sidnes betsveen 53 I bond K3t’l). anti those present
ut the dimerizatiun site arc buidface.
icttlby reieuanl T ccli subsets. Results oC these experiments sltow
that CD4 timers are present on primarv CDI’ T celis. A smali
difibrence in lite migration pattcrn oC CD4 mobecules seau ohserucd
in CD4 ‘ T celis from sorne dctnors (it = 3) whcn comparai) with
transfeclcd cclls (fig. 3B ttnd dattt foi shosvn). TItis could rcflcci
differenceo in CD4 glycosylation.
Strong conservatiotl ofarnitto acid sequences tif humait uni) mo
rille CD4 (55%) lcd 10 suggest tisaI inurine CDI cool) also diimtcr
tee. Using simiiar cxperiittcntal cotiditions tu titose detatled iii Fig.
1.4, lysaies from lise KIU T cdl hybridoma transfected ss’illt mu
rine CD4 svere anttiyzed. As sltois in Fig. 3C. tise imtssunobiot,
ustng tise mouse CDI specific mAb 11129, aiso reveals lIte pres
ence oC the 55 and Il)) KDo forma of CD4. indicating [luit mu-
rifle CD4 aiso homodimerizes. Tise Fuel Ihat tisis homodimcrization
is conserved through esolittion clcarly infere tise fttnction;tl reic—
uance of CD4 timers (Fig. 3C).
Chctrcicteri:atïot, o/ tho CD4 c/itticrjzarjon sitt’
fo detemsimte tise respective conlrihulion oC 16e exlracellulnr an)
intracellulttr dotnains of CD4 10 timer formation itt our asstiy, v,e
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Table lernlsginnîl confiais uT (1)4 djnneriraiien t,t,,funts
(04 islutant,5
mAl’s WT KJiSh M342L Q344E E356R 035f-D N358L N3580 N35%D
Leu3a 4- -[ -f- -f- -- 1- -t- -f- --I
L-68 + + ± + - + + + +
L-206 + + ÷ + 4- + -4- -f- -f
066,6.1 + + 4- ÷ -4- + ÷ + +
L-93 + -f- -f- + 4- + + + +
OKT4LI + + ± + 4- + - -F 1-
OKT4A + + 4- + — + 4- ± +
tuf-f-408 -I- -f + ÷ - -F 4- ÷ +
OKT4 -f- -f- + 1- 4- -f- 4- f -f
Q425 4- + 4- + t + ÷ + 4-
01(14E 4 -+- .5. .f. .f- .4- f. .4. .4.
OKT4D + + 4- ± + 4- 4- + +
MT-427 + f- .. ± -F 4- ± +
L-12ff ÷ + - ÷ 4- + - ± 4-
L-117 f- --- — — 4-!— 1-!-- — +t 4-
“Morion T ccli hf-hridorna ccii lino 3DT52.5.S esprcssing hurnan CD4 VT ci rutittirit C04, nus snhjncicd tu irtmunnflun—
rescent tuf-h ail oflhc ,i,s listeS herr ai concentration saturaung fur the CD4V t. .italyses sucre carneS nut st1i FACScan 1mw
cytotocier. Rosuits score calcuiated as iSilaws: ([ntt f-L (inAbi - ml f-L (ne)]4nti f-L (Lcu3a) — nt f-L irrcgfji’ t[Wt f-L torAh)
- SVT f-L f ncg)fl WT fL fLou3oi- WT f-L (neeh). f-Lof-toutes noan flunrnnccuco salue; nt, n oison (04 muicnl; WT, If-c WT
COI; rien. tue nef-nove control. Stsnhols For bindittg arts «-, >50+.; -f-:—, 31m te 505-i, —, <35f-.
Mutants arc tttdjeatd bu the came ut rite routIne lone—letter antino acid codaf anS its position on ho sequcnee, toliowod
(iv if-c orme et the suhsritutrng rcs,dne.
firsl generated eciis cxpressing CD4 molecules delcted in thc cy- thcsc mutants 10 climcnze seau icslcd as clcscribcd in Fig. lA. Rep
toplasmic domatn and anaiyzed them as dcscribed in Fig. 1.4 (Fig. t-esentative resuits front u sertes of repi-oducibie expcrtmcnts (,t =
4.4). Results obtained show that truncated frms of CD4 retain the 3) in two driferent ccli unes show litai initiations involving residttes
abilily tu brin dittters. altitough to a lesser extettt Ihan the WT K3 18 (K3 8E) and Q344 Q344E) cieariy abrogate lite capacily of
CD4 molecuiec, This linding coniirms tise data of surlaec CD4 (734 [o dimerize (Fig. 5. A and B). 1-iowever. ail lhc othcr mutatits
(sCD4( c-rvstal structure implyinn n majcar contribution of uhe cx- fort dirners dernonstrating bat residucs K3 18 and Q344 arc lisose
tracelittiar demains of (1)4 to dimer fonnation and suguesting u critical for chmer formation. We shoctld point out that amotlg the
minor, stabilizing role of the cytopiasmic dotuain ((3). five mutated residues, only 1(3 iS and Q344 are eonserved among
To preciseiy define the dimedzation site of CD4. we generated ai least seven species (human, ninuse, rat, rahbit, eut. cltimpanzec,
u scries of point initiations of thc residues presenl in lite prcdieted attd macaque Rhesuts monkeys) (Fig. 5C) furiher nttnhnttittg lite
interface of [ho (1)4 dimer. au deduced front Ihe cryslal slrucitire eeoiutionary pressure 10 maintain Ibis stnuetLtre and cic;trIy sug
of CD4 (13) (Fig. 411). As tliustrated tn fig. 411. fixe restdues gesttng ils importance (32---35). Rcsults ohlained in fig. 3C with
wilhin D4 are iocalcd within [ho CD4 dirner interface. Mulatiotas mitritie CD4 do indecd supporl Ibis hypolhesis.
Utat Iead tu conservaltve substitutiotts (f3560) or channeit in tes
idues citat’ge (1<3 18F. Q344E, E356R. N35XR. and N35%D) or Dlnttu’rs tian’ tltefimclioirul tnoiellc’s oJ lite i’uhnanwente,it it’ (734
their hydrophohicily tM342L and N35%L) oeere made attd stahly f T ccli actiealioii
lranstèetcd into lhe A2.0l eeli lino. Populations expressing cotai- Ve then tssessed the importance 0f CD4 dimers in T ccii activa
parabic (eveis of ccii surface f04 accro seiectcd. The ahiiity of (ion. l3tochcmical anaiysis of f04 muttanls transfeeted 1h10 the
Table Il. Chrisans’fe,Laniont raï CD4 dlir,ze,a.aiutt,,,, n,ntsla,rn.s
Mont. Stinrulatictin (PC,,, eatict
Menu fluorescence” f-pirnpc? f-iunrcscenee” ntrsvtf”
Oeils Lcstja C A L KJ12 f-23.l Kji2 f-23,1
0D4 0 19.8 29.4 0.3 0.8
WT 216.1 5 0 0 11.6 22.7 I
1(3 18E t (.3.3 14 1 fi 9.7 22.4 0.3 fIt
M342L 167.7 14 0 I 21.6 37.9 0.3 0.9
(344E 1683 14 0 t 13.2 18.1 0.5 0.7
f-35f-R 155 14 t 1) 17.7 32.5 0.3 0.8
53560 85.1 14 t (I 21fr 42.tr 0.2 0.9
N358L 3492 14 0 I 16.1 33.6 0.3 0.8
N358R 2fi6.6 14 1 0 19.3 22,8 0.4 0.5
N358D 573.3 15 0 If 11.2 13.7 0.3
1f-e surface cxprcsstctn lcvels et COI toit ‘1 OR si-etc &tcrtntncd f-y fun cviumrtr5- lump I ctt3a ittI Ri 12 or f-23,1,
ruspuctivcfy. artS are ptcserrtel as inean fmutrcscence vaSes.
If-c structure ut if-e (1)4 nintanis mas truiyzcd h> siarning Item sortIt 15 CD4 sf,ccific tnAhs if-rectoS agaurst ihe If-tir
osinacellulardnntarns (Lcu3a. L-f-8. L-2if6. lOf-tif-I. L-93, OKT4B, 05T4A, MTIflS.05T4, Q425. OKT4ts. 01<140. MT-427,
L—t2fi, anS L-117). lite intuber tif conserveS Cl, trSf-elcd L), un ltsst (L) cpitapes ta tuf-mareS,
‘f-ho stimttiatiuns f-y ho anij-tCR mASs Ki12 anS f-23. i are pnesonted f-croco fC,, taons calouiatoci as Scscf-hed pres t
tsusly (23).
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FIct:RE 6. Dimer Itirmation is rcquircd for CD4 coligand tutictioii. A.
Sehem;itic represenlalion of the twO functions ut C04 in the 3DT ccli
system. coligand vs coreceptor. In ttr coiigaodsysrem. (04 ondTCR bind
to diflercot classes ut MUE molecules. The TER recoenizes the class I
cogilale alloantigen i—2U wttile hie CD4 inreracts u ith tire class li MIlE
moiceuic H LA-DR4. In tue coreceptor System. the TER anti C04 can hoth
hind o rhe ciass Il molecole HLA-DR I in [lic presence or the bacteiral
superanhigen SF0 in hohh systems. the intemction of F04 with the class
li molecnies enhances rire T ccli responsc. Il. IL-2 production by
31)1525.8 cells csprcssiug WT (04 or difirent CD4 mutants whcn cucul
tured ujth DAPD’ (E) or DAPD’DR4 celis ((. Meus fluorescence in
tensity values ohraincd 1w staining witli the anti—TCR mÂb KJ1 2 (italic) or
tire CD4 specific mAb Lcu3a (Roman) auJ analysis hy llow cytornctrv arc
noted on tire top ut each transfecbant columo.
CD4 mutine T ccli hybridoma 3DT52.5.$ conftrms thaL as in
Fig. 48. only K3ISE and Q344E show impaired capacihy ho tbrm
dimers (Fig. 58). iïow cytometric analyois indicates that lhc oser-
ail Structure of titese mutants in weil maintaioed silice mont
epitopes, recognizcd hy a panel of I 5 anti-CD4 mAbs specific for
restdues distributed along the four extraceilular domains of CD4.
arc eonserved (Table I). 1rartsfeetants rvetc sciectcd lu express
comparable levels of oeil sur%ree F04 and TCR anti 10 respond
with similar ctficacy 10 stimulation rviih anti-TER Ahs KJ 12 anti
F23.l (Table ID.
in the coligand assrty. interrtetion of M/T Ct)4 with ils hgiind
IRA-OR bauds lu a signi&rtnl enhaztcemeot ut IL-2 production
wheu [he TCR recognizes its nominal Ag fi_201 (21-fold) (Fig.
68) ((2, 23). Two indcpcndcntly dcrivcd popttlations of cach
transfectant were lcstcd (n = 3). Representative resuits arc pre
scnled in Fig. 68. They shmv that tmttants K3 18E and Q344E can
no longer cnhattce 11.-2 production in tisa prcscncc of D’ anti HLA
DR4. in contrant, oeils expressiou ail other CD4 mutants shose
similar pattem ot’ reactivitv to oeils expressing VT CD4 (11)- 10
40-told 0f enhrtncetnncnt in IL-2 production in thc presence of
NLA-DR4) (fig. 68). These resttlts indicate that CD4 dinicrization
is critical for lhe coligand futiction of CD4.
In the coreceptor assay. the DAP-DRI transrectant svas uscd to
present SF0 10 the V6 3DT52.5.8 T ccli hybridoma TCR (12(.
The level of IL-2 production in response to 5FB stimulation and
tire SF13 concctttration rcquired 10 obtain lire hait-maximal te
spottsc (EC50) mccc dctcrmined tir each CD4 trtutatlt (12). Feus
truntfected with tttutattts K3 18F or Q344E in mcli as CD4
FIGURL1 7. linier fortttatiott s rcqnired lhr CD4 cereceptor tutictios.
A, T ccli hybddomas svere slimulated by increasing cenceotrations ut SElS
preseisted by HLA-DRI exprcssed on DAn-3 oeils. R, Maximal IL-2 lcvcl
produced by cadi transtectaitt in rcsponsc to SF11 stimulation.
3DT52.5.% colis produce sigtuflcaniiy iower bave-in ut’ IL-2 (5-toit).
even ut ihe highesi concentrations of SEB, svhcn cornparcd wilh
transfeelanis bearing WT CD4 k control mutant that cari stili
dimerize. E356D. produces cotitparahlc levcls of IL-2 as tire WT
CD’) ttattsiticlatrt (Fig. 7, A anti 8). These data indicale that CD4
dimerization is aDo necessaty for the coreceptor functien 01 CD’).
Altogcthcr, ihese resuils cleariy tlemonstratc tbat F04 dittters con—
stitute the criticai moieD reqttired for T oeil activation.
Discussion
Ditnerization han heen descdbcd for a wide varicty of transment
brune receplors (36). lit this repcrrt, me clearly shosv litaI mcmo—
nnertc anti dimertc forrns ofC’D4 do cocxist on lire surface otboth
C04-transfectcd ttnd ptimaty T oeils The ins-olvctrretti 01’ C04
oiigomcrs in MHC class it bittding and/or T ccli activalimt has
beett previously suggested. bttt trot proven. by u panoply of ctys
tallographic studies (13. 37). mciiecuiar ittudeling studios (re—
viewed in Ret. 10). functionai studios (11. t5, 24, 38). anti inhi
bition of IL—2 t,rodttclion ttsing synthetic pepiicles (39, 40). in
addition. CD4 oligomerization hua becn reportcd [o ho criticai for
mi cificient irnicractioti ofCD4 svith otherligttnds. such as upi6O or
If_-16 (610, 40. Morcovcr, restdues witltin rite dimerizatton site
have heon shosvn ici be essential for boih IL—1h bincling anti lytin—
pltocyle activulioti (41). Direct evidence for thc presencc 0f oh
gomeric tbrms of humait CD4 in lymphoid atrd tuonocytoid colis
was prov)ded hy Cunningham and colicagues (17). Our iinditig
supports anti extends titis latter report (17). Using specific poittt
mutations. sve idcntity K318 anti Q344, two higltly conserved tes-
(dues svithio lite 04 ciotuain. au critical for F04 timer fortnhLtion.
thus confimning tire resttit of tisa sCD4 crvstai slrttet[tre svhere
thosc residues are clearly ai thc itilerfuce of [lic CD4 timer (13).
Moie importantiy, our study demottsiraies thai such dimers con
stiittie the funettonai contpoitent oC CD’) in T oeil ttclivation.
Dtmerizatton of F04 canttot be attrihuted lu itonspecitie inter
actions hetsveen fi-ce cysteines u)nce treatmetit with cuber IAA or
NEM does tiot inierfere with the formation 0f dimers (Fig. 1.1).
The iinditig that the mutation ofa single residue cati abrogate C04
timer ihrtnation suggests litaI self-association ot CD4 in of low
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dimers biochemically when elassical analvticat rncthods are uaed.
Q344 la highly conserved arnong species and la present at the
venter of the (‘04 davier interface. Tins residue forma an K-bond
with the syminetricaliy rclatcd Q344. 1(311) is alto very conscrved
cluring evolution md may form n sali bridge with (‘356 (32 35).
(‘04 dimerization voulU flot 6e ohscrvvd in 0e cocrystai of (‘04
with M[ [C clam li. suive the CD4 coiuponent included only tise
two N-terminal dornaina of CD4. Arguing againat (‘04 dimeriza
tion, this recent study bas reported that alanine substitutions oC
residues K3l8 and Q344 are withoti[ etfcct on C04-MHC il hind
ing, measured by rosette formation beiwecn CD4-iransfected
(‘OS-7 celis and MilC ll-cxpressing Rail celis (42t. There are
seseri possible expianations tbr these hndings: 1) overexprcsaion
oC CD4 inoiecules itt COS-7 celia rnight flicilitate ecu-ecu adhe
aion and thus hypass the need for (‘04 dimerization in rosette
formation: and 2) (‘04 dimerization nught 6e required only for ‘f
ccii activation, when thc TCR recognuzes ils nominal Ag on 16e
Mi iC. The latter hypothesis ia suppoiteci by grevions studies that
siiowed that CD4 accumulation at the immunologicai synapse is
dependent on TCR hinding and/or stgnaling (Ref. 43. md M-C.
Mftidovan. unpuhlished observations).
l’he unexpccted rcsult oblained with tise E356R mutation, svhich
does flot have any effcct on dimer lbrmalion, cnn 6e expiaincd by
0e prescnce of F3211 in its vicinltv. sshich lenvea the possibiiity for
the fonnation oC n sait bridge hetsseen rcsidues R356 and F320.
Dirners involving the mutation oC residue N358 [eaU ta n slightly
diWerent migration pattera ishen cornpared sviih \VT (‘04 (Fig. 5,
.1 and B). lndeed. the N3SKL substitution resuits in a thaler mi—
grntion rate of titis disuer. while tIse N35XD substitution bas the
opposite effbct. As for tnutant N355R. t migrates at 0e sanie rate
as WT. interestingiy, basic residues are tbund at this position in aIl
other species (Fig.C). These diilèrences in migration palterns
couid bc dtie to the dll’ect oC mutations on compactness ofdimcra.
Thus, the substitution 0f N358 for thc hydrophobie ainino aeid
ieueine wouid promotc its mteractton avith reaidues in us stcinity,
therehy increaaing tise compactnesa 0f tise resultitig Omets and
aiiowing their l’aster migration. With the knowledge bat the (‘04-
associated tyrosine kinase p56”t van dimerize. our results also
densonstrate that (‘04 homodimerizcs mainly through its extracel
[oint domains. especiaiiy 16e 04 domain. aitd that C04 dimers are
tint n resuit of tise p56” dissserization (44). This idea s confirmed
by our observation that itt T celis (‘04 truncated in ils cytoplasmic
portion conserves its abiiiiy tu dimerize (Fig. 4A). Moreover, in 16e
(‘OS-7 ccli reeonstitutiots system, ave shosv that (‘04 Ornera van be
obscrved in tise absence of p56” and that n mutant CD4 that fails
o associate wtth p56”5 retains ils dunerization abihty (Fig. ic
(45). Sirnilar findings have becn preeiously reported by tynels et
ai. (i7) using peplides encompassing sequences within tise cyto
plasmic portion ofCO4. Aithough believing that the extracelluiar
04 domain is tise key lsiayer iii CD4 dinterization. sve eunisot rule
out a stabilizing elfect providcd hy thc assoctatcd p56”” kinase
(fig. 4.1). According tothe ciystal structure oC sCD4, t lias heen
suggested that p56”’ trolls autophosphoryiation couid ensue the
dimerization of (‘04 fi 3). The fact that (‘04 dimers van associate
with twa p56”‘ moiecules ftirther confinsss the possihility that CD4
ditiserization could iead 10 p56”5 tians phosphotylation (f g. 4.4).
We ttiao show that diinerization is required for C04 fonctions as
n coligand of the TCR whcre C04 and TCR internet svitls distinct
M1IC Il ligands on APC’s and as n eoreceptor where the satine
MiiC ii moiecule is recogssized by both TCR anti (‘04. Tisere are
matsy examples in tIse litevattLre reporting tisat dimerization is te—
quired for tIse functioss of receptors, inciuding receptors Or growth
lhctnrv, cvtokines, mci ‘1CR (46—4K). incieed, prior crvstallo
graphie, biochemicai, anti fanctionai ciata have itccticnted 16e ne—
ccssity of corecepsor dimcrization far an efficient T(RfAg/MHC
itsteractioti and aubsequent fuli T ccii activation, ici fact, (he CDII
corecepiorinoiecuic is exprcssed on tise T ccli surface as cuber tics
homodimers or a heterodimers (49). More insportanily. it lias
been reponed tisa) tise aFinity of 6e ‘[(‘R for iLs specilic tigand is
enhunccd throagis n dccrensed “oti” rate in 16e presence of either
COlt un Isomoduiners or vif) heterodimers (50). Thus, tIse (‘08
diitters sisay moduhste TCR/AgJMHC interactions (Si).
Tise (‘04 coreceptor nsolecuie crystallizes as a dimer (13) and
its fmsctionai signifirance could 6e explained by earlicr observa
tions reporting tisat tue interaction bctween (‘04 anti MF1C lus
obscrved oniy when C’D4 molecules are otigomeric (irnmobihized
ois tisatrix). but viol snonomcrlc (ils soiutiois) (38, 52). in liant context.
it is impoomat to note tOit timers oC M[IC li ronstitute the minimal
oligomer size tsecessary for T ccli activation (53).
Reccntiy. video rnicroscopie nnaiyses oC interactions heiween ‘f
veut and APC5 indicate tlsat formation of a stable central chister
wititin the itismuisological synapse is a csitical eveist for T ceit
activatioti (43, 54). lis tlsat context, it lias been shosvit tlint CD4 la
important Or the triggering ot synapse formation between T ceils
anti .APCs, whiie in tise inter stages CD4 is exciuded from the
centrai voce of tise synapse. intercsliisgiy. ihc recruitmcnt oC (‘04
at tue synapse scems ta depend solely on itt extraceliular part (43).
Aithougls tise (‘04 molecule does not appear ta 6e invoived in tise
tniuai recognilLois hv tite TCR oC specitic pepude-MllC casas
picxcs. ils association at the synapse s essential in ailcswitsg acti
vation oC Ag’sperific T eelia, probabiy by augmenting tise T ceIl
coisiact svith the APC ami by fitciiitating receptor cross-iinking at
lIte contact unction. As a malter oC Oct. a reeent study lias dem
anstrated Ont (‘04 allows efficient recwitissetst oC p56”” and tise
traitaient autopisosplsorvlntion oC tek attise synapse (55). in light oC
tlsese expcriments, il van 6v infened tisa) in oui’ system. ellher
mtnsomeric or dimeric ibrms oC CD4 are being reeruited ta tise
engaged TC1(iAg/MHC complexes. ut cati be surnsssed tisai he
cause of their diFerent aviduties, timers only wmsid persisi much
longer in their interaction svitls M[iC itsoiecules as eonspared wuth
monomers’and would allose the formation oC n stable irnmustolog—
ieai synapse sot 0e induction oC a complete stirnulatoty signal,
restilting in IL-2 production. lndeed, il has bcess recensiy slsown
tIsaI monomeric CD4 possesses ponr peptide-MF1C binding (K,,
200 Ml with no detectahie alhnirv for 0e TCR. ieading to the
itypothesis thas tise steak mottamerlc CD4-M1lC affintiy cstuid he
overcome by augmenting the avidity of the interaction tlsrough
C04 ditnerization’cshgomerization (56). The iaiter hypotisesis
coti[d explain otir findinga liant oniy ceHs beadng (‘04 tssoieeuies
thut cuis form dimers producc IL-2 upon aniigenic stimulation.
Aisu. iack oC Uctection ofthedimerie fomi correlates svith tise ioss
of physiological aeiivity of the (‘04 malccisle (Figa. 5B. IIB. and 7,
J a,scl B). We shcssv in this studv tisat titere isa basal ievei oC CD4
ducsiers in the absence oC any ligaisd. Upcsn tise transition oC thc
TCR/.”sg,’MHC iiICD4 ta she venter of tise sytsalsse, usare CD4
rnaiecule,s snay dimerize. TItis tvauid lead ta efficient initial TCR
signalitsg nllawing fuir lite formation of tise mature isumunotagical
sYnapse aisd the subsequent full T cci) activation and effèctor func
lions (57, 58). Altogeiher. these data suggest tlsat dirnerization oC
CD4 O n eriticai event in T ceil activation,
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